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A	pesar	de	que	 los	 tratamientos	actuales	han	demostrado	 tasas	de	 respuesta	
elevadas,	 la	 leucemia	 linfocítica	crónica	 (LLC)	 sigue	siendo	 incurable	y	muchos	de	 los	
pacientes	recaen	a	lo	largo	de	la	evolución	de	la	enfermedad.	La	evaluación	preclínica	
de	nuevos	agentes	requiere	del	modelado	 in	vivo	de	la	respuesta	terapéutica,	para	lo	
que	son	necesarios	modelos	animales	adecuados.		
	
Con	este	proyecto	nos	proponíamos	 implementar	un	modelo	experimental	de	
LLC	previamente	utilizado	por	nuestro	grupo	y	basado	en	la	cepa	murina	New	Zealand	
Black	(NZB).	El	objetivo	era	la	modificación	de	células	tumorales	primarias	de	ratones	
NZB	con	un	vector	lentiviral	que	codifica	para	un	trazador	fluorescente/	bioluminiscente,	
para	posteriormente	transferir	estas	células	a	ratones	NZB	jóvenes	sin	enfermedad.	De	
esta	manera	podríamos	monitorizar	 la	progresión	de	la	enfermedad	 in	vivo	mediante	
técnicas	no	invasivas	de	imagen.	
	
Se	ha	conseguido	obtener	células	tumorales	NZB	con	expresión	del	trazador,	que	
una	 vez	 trasplantadas	 a	 receptores	 singénicos	 reproducen	 la	 enfermedad	 y	 pueden	
aislarse	 en	 los	 tejidos	 de	 los	 animales	 enfermos.	 También	 ha	 sido	 posible	 la	
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ABREVIATURAS 
	
	
ADN:	ácido	desoxirribonucleico	
ADN-c:	ADN	complementario		
APC:	aloficocianina	
APRIL:	ligando	inductor	de	proliferación		
ARN:	ácido	ribonucleico	
ATCC:	colección	americana	de	cultivos	
celulares	
ATM:	gen	ataxia	telangiectasia	mutado	
BAFF:	factor	de	activación	de	células	B	
BCL2:	 protooncogén	 2	 del	 linfoma	 de	
células	B	
BCR:	receptor	de	antígeno	de	la	célula	B	
BLI:	imagen	de	bioluminiscencia	
CCL3:	quimiocina	con	motivo	C-C	
ligando	3	
CCL4:	quimiocina	con	motivo	C-C	
ligando	4	
CD:	grupo	de	diferenciación	
CD40LG:	ligando	del	CD40	
CMN:	células	mononucleares	
CMV:	citomegalovirus	
Cop-GFP:	proteína	verde	fluorescente	
de	Pontenilla	Plumata	
CsA:	ciclosporina	A	
CXCL12:	quimiocina	con	motivo	C-X-C	
ligando	12	
CXCL13:	quimiocina	con	motivo	C-X-C	
ligando	13	
CXCR4:	receptor	tipo	4	de	quimiocina	
motivo	C-X-C		
CXCR5:	receptor	tipo	5	de	quimiocina	
motivo	C-X-C		
DE:	desviación	estándar	
del11q:	deleción	del	brazo	largo	del	
cromosoma	11		
del13q14:	deleción	cromosómica	en	la	
región	13q14	
del17p:	deleción	del	brazo	corto	del	
cromosoma	17	
DMSO:	dimetil	sulfóxido	
DNAasa:	desoxirribonucleasa	
dNTPs:	desoxinucleótidos	trifosfato	
EBV:	virus	de	Epstein	Barr	
EDTA:	ácido	etilendiamino	tetraacético	
EF1a:	factor	de	elongación	1a	
EMCV:	virus	de	la	encefalomiocarditis	
FBS:	suero	bovino	fetal	
FITC:	isotiocianato	de	fluoresceína	
g:		aceleración	de	la	gravedad	
GFP:	proteína	verde	fluorescente	
h:	hora	
HIV:	 virus	 de	 la	 inmunodeficiencia	
humana	
IFNγ:	interferón	gamma	
Ig:	inmunoglobulina	
IgVH:	 región	 variable	 de	 la	 cadena	
pesada	de	la	molécula	de	la	Ig	
IL:	interleucina	
IL-10:	interleucina	10	
IL-4:	interleucina	4	
IMF:	intensidad	media	de	fluorescencia	
IMGT:	información	internacional	
inmunogenética	
I.P.:	vía	de	inyección	intraperitoneal	
	
	
IP:	ioduro	de	propidio	
IRF4:	factor	4	regulador	del	interferón	
I.V.:	vía	de	inyección	intravenosa	
κB:	cadena	ligera	kappa	
l:	litro	
LLC:	leucemia	linfocítica	crónica		
LPS:		lipopolisacárido	bacteriano	
LTK:	línea	de	fibroblastos	murino	Ltk-	
LV	(1):	lentivirus	CopGFP	Control	
Plasmid	
LV	(2):	lentivirus	pSIH1-H1-siLuc-
copGFP	
LV	(3):	lentivirus	LPVP403	
LV	(4):	lentivirus	LPVP437	
LV	(5):	lentivirus	LPP-hLUC-Lv201	
LV	(6):	lentivirus	pRRL-LUC-IRES-GFP	
LV	(7):	lentivirus	BLIV510PA	
LV	(8):	lentivirus	BLIV713PA	
LV	 (9):	 lentivirus	 pFUGW-Pol2-ffLuc2-
eGFP	
MAPK:	proteínas	quinasas	activadas	por	
mitógenos	
MBL:	linfocitosis	B	monoclonal	
min:	minutos	
miRNA:	microRNA	
ml:	mililitro	
mm3:	milímetros	cúbicos	
mM:	milimolar	
MOI:	multiplicidad	de	infección	
MSCV:	virus	de	células	madre	murinas	
n:	tamaño	de	la	muestra	
NADH:	 ubiquinona	 oxidorreductasa	 de	
la	cadena	respiratoria	mitocondrial	
NF-κB:	factor	nuclear	ĸB	
ng:	nanogramo	
NIH-3T3CD40LG:	línea	3T3	transfectada	
con	la	molécula	CD40LG	
NZB:	Cepa	murina	New	Zealand	Black	
NZB-LLC:	células	tumorales	NZB	
cultivadas	
NZB-LLC	LV:	células	tumorales	NZB	
infectadas	
O.N.:	(overnight)	a	lo	largo	de	una	
noche	
p53:	proteína	supresora	de	tumores			
pb:	pares	de	bases	
PBS:	tampón	fosfato	salino	
PCR:	 reacción	 en	 cadena	 de	 la	
polimerasa	
PE:	ficoeritrina	
PerCP:	piridina	clorofila	
PI3Kδ:	fosfatidilinositol	3	kinasa	delta	
PKC:	proteína	quinasa	C	
PMA:	acetato	de	formol	mirístico	
rIL4:	interleucina	4	recombinante	
RNAasa:	ribonucleasa	
RT-PCR:	 transcripción	 inversa	 de	 la	
reacción	en	cadena	de	la	polimerasa	
SYK:	tirosina	quinasa	de	bazo	
T:	temperatura	
TCL1:	 gen	 codificante	 de	 proteína	 de	
linfoma	de	células	T	
TCR:	receptor	de	antígeno	de	la	célula	T	
	
	
TLR:	receptor	tipo	Toll	
TNF:	factor	de	necrosis	tumoral	
Tx:	trasplante	
U:	unidades	
UT:	unidades	transformadoras	
V:	voltios	
VLA-4:	integrina α4β1	
VSV-G:	envuelta	del	virus	de	la	
estomatitis	
ZAP-70:	 proteína	 asociada	 a	 la	 cadena	
zeta	de	70	KDa.	
μl:	microlitro	
μg:	microgramo	
μM:	micromolar	
⁰C:	grado	centígrado	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
RESUMEN 
 
La	 cepa	 murina	 New	 Zealand	 Black	 (NZB)	 presenta	 de	 forma	 espontánea	 una	
proliferación	 clonal	 de	 linfocitos	 tumorales	 B	 CD5+	 que	 se	 manifiesta	 en	 edades	
avanzadas.	Por	la	similitud	de	esta	linfoproliferación	con	la	que	aparece	en	la	leucemia	
linfocítica	crónica	(LLC)	en	humanos,	la	cepa	NZB	constituye	un	modelo	experimental	de	
esta	enfermedad.	
	
El	 trasplante	de	 linfocitos	 tumorales	procedentes	de	 individuos	NZB	con	enfermedad	
linfoproliferativa	 a	 ejemplares	 NZB	 jóvenes,	 logra	 anticipar	 la	 aparición	 de	 la	
enfermedad,	permitiendo	su	uso	como	modelo	preclínico	de	LLC.	 	El	objetivo	de	este	
trabajo	era	implementar	el	modelo	para	el	seguimiento	in	vivo	de	las	células	tumorales	
marcadas	con	un	trazador	bioluminiscente	por	medio	de	 la	aplicación	de	técnicas	de	
imagen	 no	 invasivas.	 Las	 células	 tumorales	 de	 NZB,	 al	 igual	 que	 las	 células	 de	 LLC	
humanas,	tienen	una	gran	dependencia	del	microambiente,	siendo	difíciles	de	cultivar.	
Por	ello,	inicialmente	se	estandarizó	un	sistema	de	cultivo	que	permitía	la	expansión	y	
el	 mantenimiento	 in	 vitro	 de	 las	 células	 tumorales,	 así	 como	 su	 posterior	 infección	
lentiviral.		
	
Estas	células	tras	su	paso	por	cultivo,	infección	y	trasplante	a	individuos	NZB	jóvenes,	
generaban	 una	 enfermedad	 semejante	 a	 la	 espontánea,	 pero	 no	 fue	 posible	 su	
seguimiento	in	vivo	debido	a	la	pérdida	de	expresión	del	trazador.	A	pesar	de	la	dificultad	
en	la	obtención	de	células	NZB	con	expresión	estable	del	trazador	bioluminiscente,	sí	ha	
sido	posible	el	seguimiento	 in	vivo	de	las	células	tumorales	durante	seis	meses	en	un	
individuo	 inmunodeprimido	 de	 la	 cepa	 NOD/SCID	 con	 una	 de	 las	 construcciones	
lentivirales	 ensayadas.	 Así	 pues,	 parece	 que	 con	 esta	 construcción	 sería	 posible	
conseguir	el	establecimiento	definitivo	del	modelo	preclínico	de	LLC	en	la	cepa	NZB	para	
seguimiento	por	imagen	in	vivo.		
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LEUCEMIA LINFOCÍTICA CRÓNICA 
	
La	leucemia	linfocítica	crónica	(LLC)	es	la	neoplasia	hematológica	más	frecuente	en	los	
países	 occidentales.	 Se	 caracteriza	 por	 la	 expansión	 monoclonal	 de	 linfocitos	 B	
autorreactivos	 CD5+CD23+	que	 presentan	 una	 baja	 densidad	 de	 inmunoglobulinas	 en	
superficie	y	que	se	acumulan	en	sangre,	médula	ósea,	nódulos	linfáticos	y	bazo	(Rozman	
and	Montserrat,	1995).	La	incidencia	aumenta	con	la	edad,	hasta	llegar	a	los	30	casos	
por	 100000	 habitantes/año	 en	 personas	mayores	 de	 70	 años.	 La	 edad	media	 en	 el	
momento	 del	 diagnóstico	 es	 de	 68-70	 años	 y	 es	 más	 frecuente	 en	 varones	 que	 en	
mujeres	(2:1)	(García-Marco	et	al.,	2017).	El	diagnostico	de	LLC	requiere	de	la	presencia	
de	una	linfocitosis	clonal	de	células	B	maduras	mantenida	al	menos	durante	tres	meses.	
En	ausencia	de	 linfadenopatía,	organomegalia,	citopenias	o	síntomas	relacionados,	 la	
presencia	de	una	linfocitosis	B	clonal	moderada	en	sangre	se	define	como	linfocitosis	B	
monoclonal	(MBL).	La	MBL	que	cursa	con	linfocitosis	puede	evolucionar	hacia	una	LLC,	
con	una	tasa	de	progresión	anual	de	LLC	que	precisa	tratamiento	de	un	1-2%	de	los	casos	
(Rawstron	et	al.,	2008).	
	
Su	 curso	 clínico	 es	 muy	 heterogéneo	 (Lobetti-Bodoni	 et	 al.,	 2013).	 La	 mitad	 de	 los	
pacientes	nunca	presentarán	progresión	de	su	enfermedad,	teniendo	una	expectativa	
de	 vida	 similar	 a	 la	 de	 la	 población	 general.	 Por	 el	 contrario,	 la	 otra	 mitad	 de	 los	
pacientes	 va	 a	 precisar	 de	 tratamiento	 a	 lo	 largo	 del	 curso	 de	 su	 enfermedad	 y	 su	
expectativa	de	vida	se	verá	acortada	como	consecuencia	de	la	LLC.	Entre	los	marcadores	
que	 se	asocian	a	una	peor	evolución	de	 los	pacientes	 	 se	encuentran	 la	 ausencia	de	
mutaciones	 en	 la	 región	 variable	 de	 los	 genes	 de	 las	 cadenas	 pesadas	 de	 las	
inmunogobulinas	(IgVH),	la	expresión	de	la	quinasa	de	linfocitos	T	Zap-70,	la	presencia	
de	CD38	y	de	ciertas	anomalías	citogenéticas	(Moreno	and	Montserrat,	2008).		
	
A	pesar	de	que	los	tratamientos	actuales	han	demostrado	tasas	de	respuesta	elevadas,	
la	LLC	sigue	siendo	incurable	y	muchos	de	los	pacientes	recaen	a	lo	largo	de	la	evolución	
de	la	enfermedad.	El	tratamiento	de	la	LLC	ha	sufrido	muchos	cambios	en	los	últimos	
años.	Durante	más	de	tres	décadas,	el	tratamiento	estándar	fue	el	clorambucil.	En	los	
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años	90,	se	incorporaron	los	análogos	de	purinas,	solos	o	en	combinación	con	agentes	
alquilantes,	lo	que	incrementó	las	tasas	de	respuesta	y	supervivencia	libre	de	progresión	
(Robak,	2007).	Sin	embargo,	el	aumento	de	la	supervivencia	global	no	se	consiguió	hasta	
la	 incorporación	 de	 anticuerpos	 monoclonales	 anti-CD20	 (Rituximab,	 Ofatumumab,	
Obinutuzumab)	 con	 lo	 que	 la	 quimioinmunoterapia	 se	 convirtió	 en	 el	 tratamiento	
estándar	de	primera	línea	(Byrd	et	al.,	2005).	En	los	últimos	años	el	tratamiento	de	la	
LLC	ha	sufrido	grandes	cambios	moviéndose	de	la	quimioterapia	tradicional	hacia	el	uso	
de	agentes	dirigidos,	como	los	inhibidores	de	la	vía	de	señalización	del	receptor	de	célula	
B	(BCR),	Ibrutinib	e	Idelalisib,	y	los	antagonistas	de	BCL2	(Venetoclax)	que	han	cambiado	
el	paradigma	de	tratamiento	de	la	LLC	(Hallek,	2017).	Comparados	con	la	quimioterapia,	
los	 anticuerpos	 anti-CD20	 y	 los	 agentes	 dirigidos	 orales,	 generalmente	 son	 bien	
tolerados	y	presentan	pocos	efectos	adversos.	Sin	embargo,	todavía	no	hay	consenso	en	
cuanto	a	si	su	administración	debe	ser	aislada	o	combinada	con	quimioterapia,	en	qué	
secuencia,	o	si	deben	administrarse	de	forma	continuada.	Otro	problema	importante	no	
resuelto	 es	 la	 aparición	 de	 clones	 que	 desarrollan	mecanismos	 de	 resistencia	 como	
consecuencia	de	la	presión	terapéutica	(Cramer	et	al.,	2018;	García-Marco	et	al.,	2017).		
	
El	 proceso	 de	 trasformación	 leucémica	 se	 desconoce,	 aunque	 parece	 que	 podría	
iniciarse	por	la	pérdida	o	adición	de	material	cromosómico	(p.ej.	deleción	13q,	deleción	
11q	y	trisomía	12)	(Landau	et	al.,	2013,	2015),	seguido	de	la	incorporación	de	nuevas	
mutaciones	que	permitiría	 la	aparición	de	células	tumorales	de	comportamiento	más	
agresivo	 (Landau	 et	 al.,	 2015).	 Las	 deleciones	 en	 el	 brazo	 largo	 del	 cromosoma	 13,	
específicamente	las	que	incluyen	la	banda	13q14	(del13q14),	son	las	más	representadas	
de	forma	aislada	en	la	LLC.	Estas	aparecen	en	el	55%	de	los	pacientes,	la	mayoría	de	los	
cuales	presentan	un	curso	benigno	de	la	enfermedad	(Hallek,	2017).	En	esta	región	se	
han	 localizado	 dos	 microRNA,	 miR-15A	 y	 miR-16-1.	 Se	 ha	 propuesto	 un	 papel	
patofisiológico	de	estos	microRNA	en	 la	LLC	(Calin	et	al.,	2002),	hipótesis	que	resulta	
reforzada	por	el	hecho	de	que	en	ratones	la	deleción	dirigida	del	locus	mir-15-16-1,	en	
combinación	 con	 la	 del	 RNA	 no	 codificante	 de	 DLEU2	 (donde	 residen	 mir-15-16-1)	
genera	un	fenotipo	compatible	con	la	LLC.	Estos	animales	desarrollan	una	linfocitosis	B,	
similar	a	la	LLC,	y	linfoma,	sugiriendo	que	los	microRNAs	miR-15A	y	miR-16-1	juegan	un	
papel	en	la	aparición	de	esta	enfermedad	(Klein	et	al.,	2010).	Las	deleciones	en	el	brazo	
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largo	del	cromosoma	11	(del11q),	aparecen	en	el	10%	de	los	pacientes	que	presentan	
LLC	en	estadios	iniciales,	y	en	el	25%	de	aquellos	pacientes	en	estadios	avanzados	que	
no	han	sido	tratados.	Con	frecuencia	incluye	la	región	cromosómica	11q23	portadora	
del	 gen	ATM	que	 codifica	 para	 la	 quinasa	 de	 respuesta	 a	 daño	 en	 el	 ADN	ATM.	 Los	
pacientes	 portadores	 presentan	 habitualmente	 una	 gran	 linfadenopatía	 y	 una	
progresión	rápida	de	la	enfermedad	así	como	una	corta	supervivencia	(Hallek,	2017).	La	
trisomía	12	se	observa	en	el	10-20%	de	los	pacientes	con	LLC,	sin	embargo,	los	genes	
implicados	 en	 la	 patogénesis	 asociados	 a	 esta	 anomalía	 se	 desconocen.	 Además,	 la	
relevancia	pronóstica	de	la	trisomía	12	todavía	es	objeto	de	debate.	Las	deleciones	en	
el	brazo	corto	del	cromosoma	17	(del17p)	se	encuentran	en	el	5-8%	de	los	pacientes	que	
no	han	recibido	tratamiento.	Casi	siempre	incluyen	la	región	cromosómica	17p13,	donde	
está	localizado	el	gen	supresor	de	tumores	p53.	Los	pacientes	portadores	de	clones	con	
la	del17p	son	refractarios	al	tratamiento	con	agentes	quimioterápicos	y	esta	resistencia	
no	se	revierte	con	el	uso	de	anticuerpos	monoclonales	anti-CD20.	Además,	en	torno	a	
un	80%	de	 los	pacientes	 con	del17p	 tienen	mutaciones	en	el	otro	alelo	de	p53,	que	
aparece	mutado	en	aproximadamente	un	10%	de	las	LLC	totales	a	diagnósitico	(Zenz	et	
al.,	2010).	La	secuenciación	del	genoma	completo	de	pacientes	con	LLC,	ha	permitido	
realizar	una	 caracterización	genómica	de	 la	 enfermedad.	Además	de	 las	 alteraciones	
cromosómicas	descritas	más	arriba,	se	han	identificado	un	total	de	44	genes	mutados	
de	 forma	 recurrente	 y	 11	 con	 variaciones	 somáticas	 en	 el	 número	 de	 copias.	 Estos	
análisis	 señalan	 que	 en	 la	 LLC	 tienen	 un	 papel	 central	 las	 vías	 de	 procesamiento	 y	
exportación	de	los	ARN,	las	de	respuesta	al	daño	en	el	ADN,	las	de	reparación	y	las	de	
señalización	mediada	por	MYC	y	MAPK	(Landau	et	al.,	2015;	Quesada	et	al.,	2011).	
	
Por	otra	parte,	diversas	evidencias	señalan	el	papel	esencial	que	juega	el	receptor	de	
antígeno	 (BCR)	en	 la	 LLC.	 La	variedad	de	 reordenamientos	de	 los	genes	V,	D	y	 J	que	
componen	el	sitio	de	unión	a	antígeno	de	las	inmunoglobulinas	está	restringida	en	la	LLC	
(Fais	et	al.,	1998),	lo	que	indica	que	esta	enfermedad	surge	a	partir	de	unas	reactividades	
limitadas.	La	correlación	entre	inmunoglobulinas	mutadas	frente	a	no	mutadas	con	la	
agresividad	de	la	enfermedad	(Hamblin	et	al.,	1999)	pone	de	manifiesto	la	importancia	
de	la	señal	BCR	en	la	evolución	de	la	enfermedad.	Aproximadamente	un	30%	de	las	LLC	
se	caracterizan	por	la	presencia	de	BCR	con	especificidades	antigénicas	concretas	y	una	
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secuencia	 de	 la	 región	 variable	 casi	 idéntica	 (Messmer	 et	 al.,	 2004).	 Estos	 BCR	 se	
denominaron	 estereotipados,	 y	 su	 estudio	 ha	 llevado	 a	 la	 clasificación	 en	 varios	
subtipos.	 Algunos	 de	 ellos	 muestran	 una	 fuerte	 correlación	 con	 la	 presencia	 de	
determinadas	alteraciones	genómicas	 (Sutton	et	al.,	 2016),	 y	 tienen	valor	pronóstico	
independiente	(Baliakas	et	al.,	2018).	
	
La	supervivencia	de	las	células	de	LLC	depende	en	gran	medida	de	un	microambiente	
permisivo	 con	 distintos	 componentes	 celulares	 entre	 ellos	 macrófagos,	 linfocitos	 T,	
células	 estromales	 o	 foliculares	 dendríticas	 que	 proporcionan	 estímulos	 para	 la	
activación	de	 vías	 cruciales	de	proliferación	o	 supervivencia	 en	 las	 células	 tumorales	
(Chiorazzi	et	al.,	2005)	(Fig.	1).		
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Fig.	1.		Interacciones	celulares	y	moleculares	entre	las	células	de	LLC	y	su	microambiente.		Basado	en	
(Okkenhaug	and	Burger,	2015).	La	señalización	a	través	de	BCR	es	clave	para	el	mantenimiento	de	la	
viabilidad	y	proliferación	de	las	células	de	LLC.	Esta	vía	se	activa	por	las	quinasas	SYK	y	PI3Kδ	que	a	su	
vez	 activan	 una	 señalización	 posterior	 que	 se	 detalla	 en	 la	 figura.	 Además,	 las	 interacciones	 entre	
células	de	LLC	y	linfocitos	T	juegan	un	papel	central	en	la	proliferación	del	clon	de	LLC	tumoral.	Entre	
ellas,	 las	 interacciones	 con	 CD40LG	 y	 con	 distintas	 interleucinas	 (IL-4,	 TNFα,	 IFNγ,	 CCL3,	 CCL4)	 son	
importantes	para	 la	 comunicación	de	 las	 células	de	 LLC	 con	 los	 linfocitos	T.	 Las	 células	de	 LLC	 son	
atraídas	y	retenidas	en	los	nódulos	linfáticos	y	la	médula	ósea	por	quimiocinas	(CXCL12,	CXCL13),	que	
son	 secretadas	 de	 forma	 constitutiva	 por	 células	 estromales	mesenquimales	 (MSC)	 y	 células	nurse	
derivadas	de	monocitos	(NLC).	Estas	quimiocinas	son	reconocidas	por	las	células	de	LLC	a	través	de	los	
receptores	 correspondientes	 acoplados	 a	 proteínas	 G	 (CXCR4,	 CXCR5).	 Las	 células	 nurse	 también	
expresan	 BAFF,	APRIL	 y	CD31,	que	activan	a	 las	 células	 LLC	a	 través	de	 sus	 ligandos	 (BAFF-R,	TACI,	
BCMA)	favoreciendo	la	supervivencia	y	proliferación	de	las	células	de	LLC.		
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La	interacción	a	través	de	receptores	de	superficie	como	el	BCR,	los	receptores	Toll-like	
(TLR)	 y	CD40,	 y	 receptores	de	quimiocinas	y	 citocinas	 	mantienen	activada	de	 forma	
constitutiva	 la	 vía	 del	 factor	 de	 trascripción	 κB	 (NF-κB)	 en	 los	 pacientes	 con	 LLC	
(Mansouri	et	al.,	2016).	Esta	juega	un	papel	fundamental	tanto	en	la	supervivencia	de	
las	 células	 tumorales	 (Cuni	 et	 al.,	 2004)	 como	 en	 el	 desarrollo	 y	 evolución	 de	 la	
enfermedad.	Las	células	de	LLC	se	comportan	como	"adictas"	al	microambiente	tumoral	
para	su	supervivencia	y	proliferación	(Burger,	2013),	como	deja	patente	el	hecho	de	que	
cuando	se	ponen	en	cultivo	mueren	rápidamente	por	apoptosis	espontánea,	a	no	ser	
que	estén	presentes	células	acompañantes	de	tipo	estromal	o	macrófagos	(Cuni	et	al.,	
2004;	Galletti	et	al.,	2016).	La	importancia	de	los	factores	extrínsecos	en	la	patofisiología	
de	la	LLC	resulta	patente	dada	la	eficacia	clínica	de	los	nuevos	agentes	dirigidos	frente	a	
interacciones	con	el	microambiente,	como	los	inhibidores	de	la	señalización	del	BCR.	
	
MODELOS MURINOS DE LEUCEMIA LINFOCÍTICA 
CRÓNICA 
	
Aunque	hay	múltiples	modelos	 preclínicos	 para	 el	 ensayo	de	nuevos	 compuestos,	 la	
evaluación	de	agentes	terapéuticos	para	el	tratamiento	de	la	LLC	típicamente	se	realiza	
en	cultivos	in	vitro	mediante	la	cuantificación	de	apoptosis.	Con	la	llegada	de	los	agentes	
dirigidos	es	evidente	que	no	todos	 los	modelos	son	adecuados	para	 la	evaluación	de	
todos	los	compuestos.	En	los	últimos	años	se	ha	hecho	patente	la	gran	importancia	del	
microambiente	en	la	patogénesis	de	la	LLC,	por	ello	muchos	de	los	agentes	terapéuticos	
en	desarrollo	no	solo	van	dirigidos	a	las	células	tumorales,	sino	a	tratar	de	interferir	en	
las	interacciones	de	estas	con	el	microambiente.	Por	ello,	los	ensayos	tradicionales	de	
cuantificación	de	apoptosis	en	células	primarias	de	LLC	aisladas	resultan	menos	útiles.	
Para	modelar	mejor	la	actividad	de	estas	nuevas	terapias,	son	necesarias	modificaciones	
en	 los	 sistemas	 de	 cultivo	 que	 recapitulen	 mejor	 in	 vitro	 las	 condiciones	 del	
microambiente	 in	 vivo.	 Entre	 los	más	 utilizados	 y	 los	más	 relevantes	 en	 cuanto	 a	 la	
evaluación	 de	 nuevas	 terapias	 están	 los	 cocultivos	 de	 células	 de	 LLC	 con	 líneas	
estromales	(Vogler	et	al.,	2009).	
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Pero	además	de	los	ensayos	in	vitro,	la	evaluación	preclínica	requiere	del	modelado	in	
vivo	de	la	respuesta	terapéutica	para	comprender	completamente	cómo	funcionará	el	
agente	estudiado	en	los	pacientes.	Este	modelado	tiene	especial	interés	para	el	estudio	
de	 las	 poblaciones	 de	 la	 LLC	 que	 no	 se	 obtienen	 fácilmente,	 como	 las	 células	
proliferantes	del	compartimento	tisular,	y	sobre	todo	cuando	los	agentes	terapéuticos	
van	dirigidos	frente	a	dianas	críticas	en	vías	de	señalización	que	están	menos	activas	en	
las	células	circulantes	que	en	las	de	los	compartimentos	tisulares.	
	
Modelos transgénicos 
	
Existen	diversos	modelos	transgénicos	para	el	estudio	de	la	LLC	(para	una	revisión	véase	
Pérez-Chacón	and	Zapata,	2012;	Simonetti	et	al.,	2014).	Entre	los	más	utilizados	están	el	
transgénico	para	el	gen	de	la	leucemia	de	células	T-1	(TCL1)	que	imita	una	LLC	agresiva	
(Bichi	et	al.,	2002),	el	doble	transgénico	BCL-2:TRAF2DN	semejante	a	una	LLC	refractaria	
(Zapata	et	al.,	2004)	y	el	ratón	portador	de	la	deleción	DLEU2/miR15a/16-	que	imita	una	
LLC	indolente	(Klein	et	al.,	2010).	
	
Hasta	la	fecha,	el	modelo	de	referencia	como	herramienta	preclínica	en	LLC	ha	sido	el	
TCL1	(Bresin	et	al.,	2016).	Los	modelos	transgénicos	ofrecen	grandes	ventajas	para	 la	
evaluación	de	nuevos	agentes	dirigidos,	sin	embargo,	presentan	algunas	limitaciones,	
entre	 ellas	 la	 ausencia	 de	 ciertas	 dianas	 moleculares	 de	 células	 humanas	 que	 hace	
imposible	el	ensayo,	por	ejemplo,	de	anticuerpos	como	anti-PD-1	y	anti-PD-L1.	Por	otra	
parte,	 los	 transgénicos	 en	 muchas	 ocasiones	 no	 reflejan	 adecuadamente	 la	
heterogeneidad	de	la	enfermedad	y	presentan	una	señalización	desviada	hacia	las	vías	
reguladas	por	el	oncogén,	con	lo	que	solo	imitan	determinados	mecanismos	patogénicos	
seleccionados	(p.	ej.	los	modelos	que	imitan	la	del13q14	desarrollan	una	LLC	indolente	
sin	 evidencia	 clara	 de	 una	 expresión	 aumentada	 de	 los	 factores	 antiapoptóticos	 de	
supervivencia).	
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Modelos xenógrafos 
	
El	 xenotrasplante	 no	 ha	 dado	 buenos	 resultados	 hasta	 hace	 pocos	 años	 debido	 a	 la	
ausencia	 de	 cepas	 lo	 suficientemente	 inmunocomprometidas	 para	 sostener	 el	
crecimiento	de	líneas	y	células	primarias	humanas	de	LLC.	Entre	los	más	utilizados	está	
el	 primer	 xenógrafo	 de	 células	 de	 LLC	 primarias	 descrito,	 que	 empleaba	 la	 cepa	
NOD/SCID	 (Dürig	 et	 al.,	 2007)	 o	 los	 que	 utilizan	 la	 cepa	 NGS	 (Bagnara	 et	 al.,	 2011;	
Herman	et	al.,	2013).	En	todos	ellos	tras	el	trasplante,	las	células	LLC	se	suelen	localizar	
preferentemente	en	el	bazo	del	ratón	y	una	minoría	puede	infiltrar	la	médula	ósea.	Estos	
modelos	han	sido	validados	como	herramienta	preclínica	por	Herman	y	colaboradores	
utilizando	ibrutinib	(Bagnara	et	al.,	2011;	Herman	et	al.,	2013).	Sin	embargo,	su	utilidad	
está	limitada	porque	proporcionan	una	corta	ventana	de	tiempo	de	estudio.	Para	que	
se	produzca	el	prendimiento	es	necesario	el	aporte	de	una	fuente	de	linfocitos	T	en	el	
trasplante,	 con	 lo	 que	 a	 las	 12	 semanas	 aparece	 una	 infiltración	 T	 acompañante	
compatible	con	una	reacción	de	injerto	contra	huésped.	Por	lo	tanto,	limitan	el	estudio	
de	terapias	que	puedan	prevenir	la	progresión	de	la	enfermedad.	
	
Se	han	desarrollado	otros	 xenógrafos	 complementarios	utilizando	 líneas	 celulares	de	
LLC,	 como	 el	 trasplante	 subcutáneo	 de	 la	 línea	 MEC-1	 en	 ratones	 Rag2−/−γc−/−	
(Bertilaccio	et	al.,	2010).	Una	de	las	limitaciones	clave	de	este	modelo,	es	que	utiliza	una	
línea	derivada	de	una	célula	de	LLC	 transformada	con	el	 virus	de	Epstein	Barr	 (EBV),	
proporcionando	a	las	células	una	proliferación	autónoma	independiente	del	mecanismo	
existente	en	LLC	(que	no	es	representativo	de	la	célula	tumoral	primaria).	
	
Modelo espontáneo: la cepa New Zealand Black (NZB) 
	
A	diferencia	de	los	modelos	anteriores,	la	cepa	murina	NZB	desarrolla	de	forma	natural	
una	enfermedad	semejante	a	la	LLC	humana	sin	la	introducción	de	oncogenes	exógenos	
o	 deleción	 de	 regiones	 reguladoras.	 Como	 en	 la	 LLC	 humana,	 los	 individuos	 NZB	
presentan	una	 expansión	 espontánea	de	 linfocitos	 B	 CD5+	 clonales	 que	parece	 estar	
precedida	 de	 un	 estado	 similar	 al	 de	 la	MBL	 progresando	 con	 la	 edad	 a	 una	 LLC.	 A	
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diferencia	de	la	LLC	humana,	que	tan	solo	lo	hace	en	el	1-2%	de	los	pacientes	(Strati	and	
Shanafelt,	2015),	la	práctica	totalidad	de	los	animales	NZB	de	más	de	un	año	desarrollan	
la	neoplasia	(Salerno	et	al.,	2010).	Estos	ratones	presentan	infiltración	tumoral	en	bazo	
y	líquido	ascítico,	en	ocasiones	también	en	ganglios,	hígado	y	médula	ósea	(Salerno	et	
al.,	2010;	Scaglione	et	al.,	2007).	La	población	tumoral	expandida	 tiene	un	origen	B1	
similar	a	la	LLC	(Chiorazzi	and	Ferrarini,	2010),	con	fenotipo	B220lo	IgM+	CD5lo	(Phillips	et	
al.,	 1992)	 que	 correlaciona	 con	 elevados	 niveles	 séricos	 de	 interleucina	 10	 (IL-10)	
(Czarneski	et	al.,	2004),	como	en	la	LLC	humana.	Además	de	imitar	la	progresión	de	la	
enfermedad	 y	 el	 fenotipo	 general,	 la	 enfermedad	 en	 NZB,	 se	 asocia	 con	 diversas	
anomalías	cromosómicas	(Fialkow	et	al.,	1978;	Raveche	et	al.,	1981)	que	se	traducen	en	
la	 aparición	 de	 una	 aneuploidía	 característica	 y	 reconocible	 por	 citometría	 de	 flujo.	
También	se	asocia	a	la	expresión	de	Zap-70	y	a	alteraciones	genéticas	en	el	locus	mir-
15a/16-1,	 que	 resultan	 en	 una	 disminución	 de	 los	 micro-RNA	 miR-15a	 and	 miR16	
maduros	 (Raveche	et	 al.,	 2007;	 Salerno	et	 al.,	 2009),	 al	 igual	 que	 en	 la	 enfermedad	
humana	(Calin	et	al.,	2002).	Otro	paralelismo	entre	la	LLC	y		la	cepa	NZB	es	la	aparición	
también	espontánea	de	autoinmunidad	(Mellors,	1966),	de	forma	similar	a	lo	que	ocurre	
en	un	subgrupo	de	pacientes	con	LLC	(Hamblin,	2006;	Moreno	et	al.,	2010).	
	
La	 enfermedad	 NZB	 representaría	 los	 estadios	 iniciales	 de	 la	 LLC	 (con	 linfocitosis	 y	
esplenomegalia	pero	sin	afectación	nodular),	pero	en	los	ratones	NZB,	no	es	frecuente	
la	presentación	leucémica	sino	la	aparición	de	infiltración	en	bazo	y	peritoneo.	Cuando	
se	realiza	el	trasplante	de	clones	leucémicos	a	ratones	F1	(NZB	x	DBA2),	en	ocasiones	
pueden	aparecer	clones	con	una	transformación	secundaria	que	origina	una	metástasis	
en	nódulos	linfáticos	e	hígado	y	frecuentemente	en	médula	ósea.	La	patología	de	esta	
enfermedad	es	distinta	a	la	enfermedad	indolente	y	se	asemeja	a	la	trasformación	de	
Ritcher	en	humanos	(Phillips	et	al.,	1992).		
	
La	cepa	NZB	presenta	una	serie	de	limitaciones	para	su	uso	como	modelo	preclínico	de	
LLC.	 La	 principal	 consiste	 en	 que	 una	 parte	 de	 la	 población	 muere	 por	 problemas	
derivados	de	la	autoinmunidad	espontánea,	que	aparece	a	edades	más	tempranas	que	
la	linfoproliferación	(Scaglione	et	al.,	2007).	
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Se	ha	descrito	que	células	tumorales	de	ratones	NZB	envejecidos	con	esplenomegalia,	
pueden	transferirse	de	forma	seriada	a	ratones	F1	(NZB	x	DBA2)	o	NZB	jóvenes,	lo	cual	
permite	 la	expansión	del	clon	tumoral,	 reproduciendo	el	patrón	de	crecimiento	de	 la	
enfermedad	y	anticipando	 la	aparición	del	 tumor	 (Raveche	et	al.,	1991).	Con	 idea	de	
evaluar	 la	 utilidad	 preclínica	 del	 modelo	 NZB,	 en	 un	 trabajo	 previo	 de	 nuestro	
laboratorio	empleamos	esta	aproximación	(Rebolleda	et	al.,	2016).	Con	el	trasplante	de	
células	 tumorales	 de	 ratones	 NZB	 envejecidos	 a	 receptores	 singénicos	 jóvenes,	
obteníamos	una	penetrancia	 total	de	 la	neoplasia,	con	valores	de	esplenomegalia	de	
1,1g	 (0,6	 -	 2,9)	 (mediana	 y	 rango,	 n	 =	 10),	 similares	 a	 los	 alcanzados	 cuando	 la	
enfermedad	es	espontánea:	0,7g	(0,33	-	2,1)	(n	=	6)	y	muy	superiores	a	los	de	la	cepa	
control	CH3/B	0,15g	(0.09	-	0.26)	(East	and	Branca,	1969).	Además,	la	enfermedad	se	
adelantaba	a	los	5-7	meses	de	edad,	frente	a	los	12	meses	de	la	enfermedad	espontánea,	
y	reduciéndose	las	complicaciones	autoinmunes	(solo	1	de	los	40	individuos	desarrolló	
glomerulonefritis	 a	 lo	 largo	 del	 estudio).	 El	 posterior	 análisis	 de	 la	 supervivencia	 en	
respuesta	 a	 tratamiento,	 nos	 permitió	 comprobar	 la	 utilidad	 de	 este	 modelo	 de	
trasplante	NZB	para	el	ensayo	de	la	actividad	terapéutica	de	un	inhibidor	de	la	vía	de	
señalización	 NF-κB	 (el	 rotenoide	 deguelina),	 solo	 o	 en	 combinación	 con	 un	
quimioterápico	 clásico	 (fludarabina)	 	 (Rebolleda	 et	 al.,	 2016).	 Sin	 embargo,	 nos	
encontramos	con	dificultades	a	la	hora	de	definir	el	momento	de	inicio	de	la	enfermedad	
y	con	la	imposibilidad	de	realizar	un	seguimiento	en	tiempo	real	de	la	progresión	de	esta.		
	
Por	ello,	nos	propusimos	mejorar	el	modelo	marcando	las	células	tumorales	de	forma	
que	 pudieran	 ser	 trazadas	 mediante	 técnicas	 no	 invasivas	 que	 permitieran	 su	
seguimiento	 in	vivo.	Un	modelo	de	estas	características	nos	permitiría	monitorizar	 la	
progresión	del	 tumor	y	 la	 respuesta	al	 tratamiento	dentro	de	cada	 individuo,	 lo	 cual	
ayudaría	a	reducir	el	número	de	animales	utilizados.	Además,	el	hecho	de	ser	un	modelo	
basado	en	NZB,	sería	de	gran	utilidad	para	el	ensayo	de	agentes	cuya	actividad	dependa	
de	 la	 integridad	 del	 sistema	 inmune	 y	 del	 microambiente	 tumoral.	 Podría	 ser	
particularmente	interesante	para	el	estudio	de	estrategias	terapéuticas	que	permitan	
prevenir	la	progresión	de	MBL	a	LLC,	difíciles	de	estudiar	en	otros	modelos	existentes	de	
LLC.	
	
	 10	
IMAGEN DE BIOLUMINISCENCIA EN ANIMALES 
COMPLETOS  
	
El	 seguimiento	 por	 bioluminiscencia	 (Bioluminiscence	 imaging,	 BLI)	 de	 animales	 de	
experimentación,	permite	la	monitorización	in	vivo	de	forma	repetida	y	en	tiempo	real	
del	 crecimiento	 tumoral,	 independientemente	 de	 la	 localización	 del	 mismo.	
Generalmente,	las	células	tumorales	deben	infectarse	con	vectores	virales	in	vitro	para	
que	 expresen	 de	 forma	 constitutiva	 el	 gen	 reportero	 de	 la	 luciferasa	 antes	 de	 su	
implantación	 in	vivo.	La	monitorización	de	 la	expresión	de	 luciferasa	requiere	de	una	
previa	 inyección	 de	 su	 sustrato	 por	 vía	 intraperitoneal	 en	 el	 individuo,	 antes	 de	 su	
seguimiento	 (tiempo	 necesario	 para	 una	 correcta	 biodistribución	 del	 sustrato	 en	 el	
organismo).	 La	 cantidad	 de	 luz	 emitida	 depende	 del	 número	 de	 células	 tumorales	
modificadas	existentes	en	el	animal	y	aumenta	proporcionalmente	a	medida	que	estas	
se	multiplican.		
	
La	técnica	de	bioluminiscencia	in	vivo,	por	su	gran	sensibilidad,	permite	detectar	señales	
muy	débiles	haciendo	que	sea	una	herramienta	muy	útil	para	estudios	preclínicos.	No	
obstante,	la	eficiencia	de	la	transmisión	de	la	señal	a	través	de	los	tejidos	depende	en	
gran	medida	del	tipo	de	tejido,	de	su	profundidad	y	de	su	capacidad	de	dispersión	de	luz	
(Ballou	et	al.,	2005).	Por	ejemplo,	la	hemoglobina	absorbe	luz,	por	tanto	aquellos	tejidos	
muy	vascularizados	tienden	a	tener	menores	niveles	de	transmisión	de	luz	comparados	
con	la	piel	o	el	músculo	(O’Neill	et	al.,	2010).	Por	otra	parte,	las	regiones	hipóxicas	de	
los	tumores,	también	pueden	afectar	a	la	intensidad	de	la	señal,	ya	que	la	emisión	de	la	
luciferasa	parece	que	desciende	a	bajas	concentraciones	de	oxígeno	(Cecic	et	al.,	2007).	
La	 detección	 ex	 vivo	 de	 las	 células	 que	 expresan	 luciferasa	 a	 la	 finalización	 de	 un	
experimento	no	es	 tan	 sencilla,	debido	a	que	 los	protocolos	descritos	de	 tinción	por	
inmunohistoquímica	para	esta	proteína	no	son	muy	robustos		(Lyons,	2000).		Por	ello,	
algunos	 grupos	 también	 han	 desarrollado	 reporteros	 dobles,	 por	 ejemplo,	 los	 que	
confieren	bioluminiscencia	y	fluorescencia	simultáneamente,	permitiendo	la	detección	
fluorescente	de	las	células	modificadas	por	microscopía	y	citometría.	
	
	 11	
INFECCIÓN LENTIVIRAL PARA LA OBTENCIÓN DE 
CÉLULAS TUMORALES BIOLUMINISCENTES 
	
Los	métodos	de	infección	lentiviral	permiten	la	integración	estable	de	genes	reporteros,	
como	 la	 proteína	 verde	 fluorescente	 (GFP),	 en	 el	 ADN	 genómico	 de	 las	 células.	 La	
incorporación	de	GFP,	permite	la	evaluación	de	las	células	marcadas	por	microscopía	de	
fluorescencia	 o	 citometría	 de	 flujo.	 Sin	 embargo,	 ambos	 métodos	 requieren	 del	
aislamiento	de	células	para	su	análisis.	El	gen	reportero	de	la	luciferasa	permite	obtener	
información	 acerca	 del	 tráfico	 de	 las	 células	 tumorales	 y	 su	 dinámica	 en	 un	 animal	
mediante	 el	 seguimiento	 in	 vivo	 de	 la	 bioluminiscencia.	 Dado	 que	 el	 seguimiento	 y	
selección	de	las	células	luminiscentes	durante	su	generación	in	vitro	no	es	sencillo,	es	
necesaria	la	incorporación	al	vector	viral	de	otro	trazador	como	la	GFP,	o	bien	un	gen	de	
resistencia	a	antibiótico,	que	permita	la	selección	de	aquellas	células	que	incorporan	la	
luciferasa.		
	
Los	vectores	lentivirales	pueden	infectar	muchos	tipos	de	células	no	proliferantes	con	la	
excepción	de	 linfocitos	T	y	B	en	reposo.	En	 los	 linfocitos	T,	 los	vectores	derivados	de	
esqueletos	de	HIV	pseudotipados	con	la	envuelta	del	virus	de	 la	estomatitis	vesicular	
(VSV),	 que	 son	 los	 más	 habituales,	 no	 se	 integran	 eficientemente	 salvo	 en	 células	
activadas	a	través	del	receptor	de	antígeno	o	ciertas	citocinas	(Frecha	et	al.,	2010).	Sin	
embargo,	 para	 la	 infección	 lentiviral	 de	 linfocitos	 B,	 la	 activación	 vía	 receptor	 de	
antígeno	 no	 es	 suficiente	 para	 una	 integración	 eficiente.	 Por	 ello,	 se	 han	 ensayado	
distintos	protocolos	de	activación	B	para	conseguir	una	transferencia	génica	eficiente	
como	la	estimulación	con	CD40LG	e	IL-4	(Janssens	et	al.,	2003)	o	el	cocultivo	con	células	
de	timoma	murino	como	células	T	colaboradoras	(Bovia	et	al.,	2003).	Sin	embargo,	los	
resultados	obtenidos	con	todos	ellos	son	inferiores	a	los	que	se	consiguen	en	linfocitos	
T	 activados.	 En	 el	 caso	 de	 linfocitos	 B	 murinos	 se	 ha	 descrito	 que	 la	 transducción	
lentiviral	in	vitro	es	más	eficiente	en	células	previamente	activadas	con	LPS	(Warncke	et	
al.,	2004)	o	CD40LG/IL-4	(Bhattacharya	et	al.,	2002).	
	
Hasta	 donde	 conocemos,	 no	 se	 han	 obtenido	 previamente	 células	 NZB-LLC	 con	
expresión	estable	de	un	trazador	mediante	infección	lentiviral.	En	la	literatura	solo	se	ha	
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descrito	la	infección	lentiviral	de	una	línea	NZB	con	transformación	Ritcher	(Salerno	et	
al.,	2009)	y	la	infección	sistémica	de	células	primarias	in	vivo	(Kasar	et	al.,	2012)	con	el	
objetivo	de	corregir	el	defecto	genético	en	NZB.	En	ambos	casos	solo	se	describe	a	muy	
corto	plazo	la	eficiencia	de	la	infección,	que	era	muy	baja	y	concordaba	con	los	datos	
conocidos	para	linfocitos	B	murinos	sanos.	
	
Con	 estos	 antecedentes,	 nos	 propusimos	 obtener	 células	 tumorales	 NZB-LLC	
bioluminiscentes/fluorescentes	 mediante	 infección	 lentiviral,	 con	 el	 objeto	 de	
implementar	nuestro	modelo	preclínico	de	LLC	en	la	cepa	NZB.	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
		
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
OBJETIVOS 
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Principal: 
 
Implementación	 de	 un	modelo	 preclínico	 de	 LLC	 basado	 en	 el	 trasplante	 de	 células	
tumorales	 NZB	 en	 individuos	 singénicos.	 Se	 pretende	 incorporar	 un	 trazador	
bioluminiscente	 en	 las	 células	 tumorales	 que	 permita	 la	 utilización	 de	 técnicas	 no	
invasivas	de	imagen	in	vivo	para	el	seguimiento	de	la	progresión	tumoral.	
	
Específicos: 
	
1. Estandarización	 de	 un	 sistema	 de	 cultivo	 que	 permita	 la	 expansión	 y	 el	
enriquecimiento	en	cultivo	de	las	células	tumorales	NZB-LLC.	
	
	
2. Obtención	 de	 células	 NZB-LLC	 con	 expresión	 estable	 de	 un	 trazador	
bioluminiscente	mediante	infección	lentiviral.		
	
3. Estudio	del	 fenotipo,	 variedad	 clonal	 y	 sensibilidad	 a	 deguelina	de	 las	 células	
NZB-LLC	 cultivadas	 e	 infectadas	 en	 comparación	 con	 las	 células	 tumorales	
primarias.	
	
4. Trasplante	 de	 células	 NZB-LLC	 cultivadas	 e	 infectadas.	 Evaluación	 del	
prendimiento,	de	la	enfermedad	generada	y	seguimiento	in	vivo	de	células	NZB-
LLC	con	expresión	estable	del	trazador	bioluminiscente.	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	MATERIALES Y MÉTODOS 
	 14	
FUENTE DE CÉLULAS NZB-LLC 
Muestras criopreservadas 
	
Se	parte	en	el	estudio	de	células	mononucleares	(CMN)	criopreservadas	procedentes	de	
muestras	de	 líquido	ascítico	 y	bazo	de	 ratones	NZB	 con	enfermedad	 LLC	establecida	
(Rebolleda	 et	 al.,	 2016).	 Estos	 ratones	 a	 las	 4-5	 semanas	 de	 edad	 habían	 sido	
trasplantados	con	20	x106	de	una	mezcla	de	CMN	procedentes	de	bazos	de	tres	ratones	
NZB	envejecidos	con	enfermedad	LLC	espontánea.	
	
Aislamiento de CMN de bazo y timo 
	
La	extracción	de	los	órganos	durante	la	necropsia	se	realizó	bajo	condiciones	asépticas.	
Se	procedió	posteriormente	a	trocear	el	órgano	con	un	bisturí	sobre	una	placa	Petri	con	
RPMI	1640	(Gibco),	antibiótico	(penicilina	100U/ml	y	estreptomicina	100μg/ml,	Gibco)	
y	20U/ml	de	DNAsa	(Roche	Diagnostics).	Los	fragmentos	obtenidos	se	colocaron	sobre	
un	 filtro	 de	 40μm	 (Becton	 Dickinson)	 y	 a	 modo	 de	 mortero	 con	 una	 jeringa	 se	
disgregaron	 las	piezas.	La	suspensión	obtenida	se	pasó	a	través	de	un	filtro	de	40μm	
para	evitar	posibles	agregados.	Posteriormente	se	lavó	la	suspensión	con	RMPI	durante	
10	 min	 a	 200g.	 A	 continuación,	 las	 CMN	 se	 separaron	 por	 gradiente	 de	 densidad,	
Lympholyte®-M	 (Cedarlane)	 centrifugando	 20	 min	 a	 1000g.	 Se	 recogió	 la	 fracción	
mononuclear	y	se	lisaron	los	hematíes	de	la	muestra	en	10	ml	de	una	solución	de	lisis	de	
hematíes	(0,155M	NH4Cl,	10mM	KHCO3,	0,1mM	Na2EDTA),	posteriormente	se	incubó	la	
muestra	15	min	en	oscuridad	y	se	lavó	con	RMPI	durante	10	min	a	200g.	
	
Aislamiento de células de líquido ascítico 
	
Una	vez	sacrificado	el	animal	y	limpiado	exteriormente	con	etanol	se	procedió	a	retirar	
la	piel	dejando	la	cavidad	peritoneal	a	la	vista.	Con	ayuda	de	un	pequeño	corte	con	las	
tijeras	en	el	peritoneo,	se	introdujo	una	pipeta	pasteur	de	vidrio	para	realizar	sucesivos	
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lavados.		Se	introdujeron	en	la	cavidad	peritoneal	1,5ml	de	RPMI	con	antibiótico/lavado	
(penicilina	100U/ml	y	estreptomicina	100µg/ml)	con	una	pipeta	pasteur.	Una	vez	llena	
la	 cavidad	 peritoneal	 de	 esta	 solución	 y	 ayudándonos	 de	 pequeños	 movimientos	
externos	 que	 realizábamos	 sobre	 el	 peritoneo,	 fuimos	 realizando	 sucesivos	 lavados	
hasta	obtener	muestras	sin	turbidez.	Posteriormente	se	lavó	durante	10	min	a	200g	la	
muestra	de	líquido	ascítico	recogida	y	se	resuspendió	en	RPMI.	
	
CULTIVOS CELULARES  
Líneas celulares 
NIH3T3-CD40LG	
	
La	 línea	 de	 fibroblastos	 embrionarios	 murinos	 NIH3T3-CD40LG	 (3T3-hCD40Ligand,	
Schultze	et	al.,	1995),	se	cultivó	hasta	la	confluencia	con	medio	DMEM	(Gibco),	5%	de	
suero	 bovino	 fetal	 (FBS,	 Gibco),	 2	mM	 de	 L-glutamina	 (Gibco)	 y	 con	 una	mezcla	 de	
antibiótico	(penicilna	100U/ml	y	estreptomicina	100µg/ml)	a	37°C	con	un	5%	de	CO2	y	
humedad	controlada.	Se	realizaron	pases	de	cultivo	cada	3-5	días	mediante	el	uso	de	
tripsina/EDTA	(Gibco)	haciendo	diluciones	1/10	y	utilizando	placas	de	cultivo	de	10mm	
(Costar).	De	forma	regular	se	realizó	el	tratamiento	con	200µg/ml	del	antibiótico	G418	
(Sigma)	para	asegurarnos	de	la	expresión	del	transgén	(CD40LG)	en	la	totalidad	de	las	
células.	
Para	inhibir	su	crecimiento	durante	los	ensayos	de	cocultivo	se	trató	la	monocapa	de	
células	3T3	con	mitomicina	C	(Sigma).	Para	ello	se	retiró	el	medio	de	cultivo	de	las	células	
una	vez	alcanzada	la	confluencia	en	placas	de	60mm	(Costar)	y	se	incubaron	con	1ml	de	
RPMI	con	mitomicina	C	(50µg/ml)	durante	30	min	a	37°C.	Después	de	tres	lavados	con	
PBS	(Sigma)	las	células	3T3	se	mantuvieron	en	la	placa	con	su	medio	de	cultivo	durante	
12	horas,	antes	de	su	uso	como	células	estimuladoras	para	los	linfocitos	B	murinos.	El	
tratamiento	con	mitomicina	C	no	afectaba	notablemente	a	su	viabilidad,	pero	inducía	
en	ellas	un	cambio	en	el	tamaño	y	 la	complejidad	(FSC/SSC)	(Fig.	2(A)).	Respecto	a	 la	
expresión	de	la	molécula	CD40LG,	esta	no	se	modificaba	inmediatamente	después	del	
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tratamiento,	pero	se	observaba	un	descenso	en	la	expresión	de	la	molécula	a	lo	largo	de	
la	semana	siguiente	al	tratamiento	(Fig.	2(B)).	
Se	derivó	una	línea	de	NIH3T3-CD40LG	resistente	a	puromicina	mediante	la	 infección	
con	el	lentivirus	sh	RNA	Lentiviral	Particles	(Santa	Cruz,	Biotech)	y	selección	en	presencia	
de	5µg/ml	de	puromicina	(Sigma).	
	
	
MEC-1	
	
MEC-1	es	una	línea	que	se	estableció	en	1993	a	partir	de	un	paciente	con	LLC.	Esta	línea	
es	positiva	para	el	virus	de	Epstein	Barr	(EBV).	Se	cultivó	con	RPMI,	15%	de	FBS	y	con	
una	mezcla	de	antibiótico	(penicilna	100U/ml	y	estreptomicina	100	µg/ml)	a	37°C	con	
un	 5%	 de	 CO2	 y	 humedad	 controlada.	 Los	 pases	 se	 realizaron	 cada	 3-4	 días,	 con	
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Anexina V	FITC 
Mitomicina - Mitomicina + Fig.	 2.	 Viabilidad	 y	 expresión	 de	 la	molécula	
CD40LG	de	la	línea	3T3	tras	el	tratamiento	con	
mitomicina.	 	 (A)	 Se	 muestran	 en	 los	 paneles	
superiores	el	tamaño	y	complejidad	de	la	línea	
3T3	 no	 tratada	 y	 a	 los	 cuatro	 días	 del	
tratamiento	 con	 mitomicina.	 En	 los	 paneles	
inferiores	 se	muestra	 el	 análisis	 de	 viabilidad	
mediante	doble	tinción	anexina	V/IP	de	células	
3T3	 no	 tratadas	 y	 a	 los	 cuatro	 días	 del	
tratamiento	con	mitomicina.	(B)	Se	analizó	por	
citometría	de	flujo	la	expresión	del	marcador	de	
activación	 CD40LG	 (en	 rojo)	 en	 la	 línea	 3T3	
inmediatamente	 después	 del	 tratamiento	
(izquierda)	y	a	distintos	días	tras	el	tratamiento	
con	mitomicina	 (derecha,	 4	 7	 y	 9	 días	 tras	 el	
tratamiento),	 comparado	 con	 el	 control	 de	
isotipo	(en	gris).	
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resuspensiones	de	las	células	en	el	medio	de	cultivo	y	posteriores	diluciones	entre	1/2	y	
1/4	en	placas	de	6	pocillos	(Costar).	Es	una	línea	que	generalmente	crece	en	suspensión	
formando	 pequeños	 agregados	 y	 que	 presenta	 una	 ligera	 adherencia	 a	 la	 placa	 de	
cultivo.		
	
293T	
	
La	línea	293T	es	una	línea	adherente	que	procede	de	epitelio	de	riñón	embrionario	de	
origen	humano.	Se	cultivó	hasta	la	confluencia	con	DMEM,	10%	de	FBS	y	con	una	mezcla	
de	antibiótico	(penicilna	100U/ml	y	estreptomicina	100	µg/ml)	a	37°C	con	un	5%	de	CO2	
y	humedad	controlada.	Se	realizaron	pases	a	diluciones	entre	1/10	y	1/4	en	placas	de	
100mm	cada	3-5	días	mediante	el	uso	de	tripsina/EDTA.	
	
Cultivo de células CMN de NZB 
	
Las	CMN	procedentes	de	bazo	o	líquido	ascítico	se	sembraron	en	placas	de	60mm	a	una	
concentración	de	1	x106/ml	sobre	monocapas	de	células	3T3	previamente	tratadas	con	
mitomicina	C,	y	en	medio	completo	compuesto	de	RPMI	1640	suplementado	con	un	15%	
de	FBS,	2	mM	de	L-glutamina,	0,1	mM	de	solución	de	aminoácidos	no	esenciales	(Sigma),	
1mM	de	solución	de	piruvato	sódico	(Sigma),	5	x10-5M	de	β-mercaptoetanol	(Sigma)	y	
con	una	mezcla	de	antibiótico	(penicilna	100U/ml	y	estreptomicina	100	µg/ml),	a	37°C	
con	5%	de	CO2	y	humedad	controlada.	Para	 inhibir	 la	proliferación	de	 linfocitos	T	 se	
añadió	 al	 cultivo	 ciclosporina	A	 (Sigma)	 a	 una	 concentración	de	1µg/ml,	 al	 inicio	 del	
cultivo	y	durante	las	siguientes	dos	semanas.	
	
El	procedimiento	general	de	expansión	celular	consistió	en	la	transferencia	cada	4-7	días	
de	las	células	NZB	no	adherentes	resuspendidas	en	medio	completo	suplementado	con	
IL-4	(10ng/ml,	Prepotech),	a	nuevas	placas	de	células	3T3	tratadas	con	mitomicina	(Fig.	
3).	Las	células	NZB	que	permanecían	unidas	a	la	monocapa	de	células	3T3	después	de	la	
transferencia,	se	mantuvieron	en	la	misma	placa	con	renovación	de	medio	de	cultivo	y	
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añadiendo	 los	 mismos	 estímulos	 solubles	 que	 a	 las	 células	 transferidas	 a	 nuevas	
monocapas.	En	ocasiones	se	añadió	LPS	(2μg/ml,	Sigma)	en	lugar	de	IL-4.	
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Fig.	 3.	 Esquema	de	 expansión	 de	 cultivo	 de	 células	 NZB-LLC.	 Se	 representa	 el	 esquema	 típico	 de	
expansión	a	partir	de	muestras	de	esplenocitos	procedentes	de	bazos	de	individuos	NZB	enfermos.	La	
siembra	de	células	se	realiza	a	una	concentración	de	1	x106	células/ml	(siembra	realizada	en	el	primer	
círculo	naranja	de	 la	 izquierda).	El	 círculo	de	 color	naranja	representa	una	placa	de	60mm	con	una	
monocapa	de	células	3T3	tratadas	con	mitomicina	sobre	la	que	crecen	las	células	NZB-LLC.	Las	flechas	
rojas	 indican	 cambio	 de	medio	 de	 los	 cultivos	 celulares	 (CM),	 las	 flechas	 de	 colores	morado	 (R1),	
amarillo	(R2),	azul	(R3)	y	verde	(R4)	indican	sucesivos	trasvases	de	células	NZB-LLC	sobre	monocapas	
nuevas	de	3T3	 (R)	a	 lo	 largo	del	 tiempo.	 Se	 indica	 en	 la	 columna	de	 la	derecha	 el	orden	de	placas	
resultantes	de	las	transferencias	celulares.		
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LENTIVIRUS E INFECCIÓN LENTIVIRAL 
Partículas lentivirales utilizadas 
	
Los	 lentivirus	utilizados	en	este	trabajo,	nombrados	de	LV	(1)	a	LV	(9),	se	muestran	a	
continuación,	así	como	en	la	tabla	3.	Se	emplearon	preparados	comerciales	de	partículas	
lentivirales	 completas,	 excepto	 en	 el	 caso	 de	 LV	 (6)	 y	 LV	 (9).	 El	 virus	 LV	 (6)	 era	 un	
sobrenadante	 concentrado	 de	 partículas	 lentivirales	 completas	 obtenido	 por	 la	 Dra.	
Sanz	mediante	ultracentrifugación.	En	el	caso	de	LV	(9),	se	adquirió	el	plásmido	vector	a	
la	casa	Adgene	y	el	empaquetamiento	y	producción	de	partículas	lentivirales	se	realizó	
en	 nuestro	 laboratorio	 siguiendo	 el	 procedimiento	 que	 se	 detalla	 en	 el	 siguiente	
apartado.		
	
En	 la	 figura	 4	 se	 muestran	 los	 mapas	 de	 las	 siguientes	 construcciones	 lentivirales	
utilizadas	a	excepción	de	CopGFP	Control	Plasmid	(LV	(1)),	ya	que	la	casa	comercial	no	
facilita	el	mapa	del	mismo:	
1. LV	(1):	CopGFP	Control	Plasmid	obtenido	de	Santa	Cruz	Biotech.	
2. LV	(2):	pSIH1-H1-siLuc-copGFP	obtenido	de	Systems	Biosciences.	
3. LV	(3):	CMV-Fluc-2A-GFP-RSV-Neo	(LPVP403)	obtenido	de	AMSBIO.	
4. LV	(4):	EF1a-FLuc-2A-GFP-RSV7-Neo	(LPVP437)	obtenido	de	AMSBIO.	
5. LV	(5):	LPP-hLUC-Lv201	obtenido	de	Genecopoeia.	
6. LV	(6):	pRRL-LUC-IRES-GFP	donado	por	la	Dra.	Sanz.	
7. LV	(7):	CMV-FLuc-EF1a-Puro	(BLIV510PA)	obtenido	de	Systems	Biosciences.	
8. LV	 (8):	 MSCV-FLuc-EF1a-copGFP-2A-Puro	 (BLIV713PA)	 obtenido	 de	 Systems	
Biosciences.	
9. LV	 (9):	 pFUGW-Pol2-ffLuc2-eGFP	 donado	 por	Glenn	Merlino	 (Adgene	 Plasmid	
#71394;	http://n2t.net/adgene:71394;RRID:adgene_71394).	
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LV	(7)
LV	(8)
LV	(2)
LV	(9)
LV	(4)
LV	(6)
LV	(3)
LV	(5) WPRERRE CMV Luciferasa 2A eGFP
RSVcppt CMV Luciferasa 2A GFPRRE Neo WPRE LTR
RSVcppt EF1a Luciferasa 2A GFPRRE Neo WPRE LTR
LTRCMV Luciferasa EMCV	IRES eGFPRREϪGAGLTR
Fig.	 4.	 Construcciones	 lentivirales	 utilizadas.	 Se	 muestran	 los	 mapas	 de	 las	 construcciones	
lentivirales	utilizadas.	Se	señalan	sus	componentes	más	relevantes,	promotores,	genes	reporteros	y	
genes	de	selección.			
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Producción de partículas lentivirales 
	
Las	bacterias	portadoras	de	 los	 tres	plásmidos	empleados:	pFUGW-Pol2-ffLuc2-eGFP,	
pCMVdR8.74	 (donado	 por	 Didier	 Trono,	 Plasmid	 Adgene	 #22036;	
http://n2t.net/adgene:22036;RRID:adgene_220036)	 y	 pMD2.G	 (donado	 por	 Didier	
Trono,	Adgene	Plasmid	#12259;	http://n2t.net/adgene:12259;RRID:adgene_12259),	se	
crecieron	a	37°C	con	agitación	en	medio	líquido	Luria	Broth,	LB,	(Pronadisa)	preparado	
según	las	instrucciones	del	fabricante.		Para	crecer	colonias	en	medio	sólido	se	prepararó	
el	medio	LB	con	agar	bacteriológico	(Pronadisa)	a	una	concentración	final	de	15g/L	en	
placas	de	Petri	de	100mm	de	diámetro	(Greiner).	En	ambos	casos	se	añadió	al	medio	de	
cultivo	 ampicilina	 a	una	 concentración	 final	 de	100µg/ml	 (Britapen,	 Laboratorio	Reig	
Jofré	S.A.).	Para	el	aislamiento	de	ADN	plasmídico	se	usaron	los	kits	Plasmid	Mini	kit	o	
Plasmid	Plus	Maxi	kit	(ambos	de	Qiagen),	siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante.	
	
Las	 partículas	 lentivirales	 LV	 (9)	 fueron	 producidas	 por	 co-transfección	 de	 células	
empaquetadoras	 293T	 con	 una	 mezcla	 de	 tres	 plásmidos	 que	 contenía	 el	 plásmido	
vector	 (pFUGW-Pol2-ffLuc2-eGFP),	 el	 plásmido	 empaquetador	 (pCMVdR8.74),	 y	 el	
plásmido	de	la	envuelta	VSV-G	(pMD.2G).	Las	células	empaquetadoras	se	cultivaron	en	
placas	 de	 100mm	 de	 diámetro	 (Costar)	 a	 una	 confluencia	 del	 60-70%.	 Antes	 de	 la	
transfección	las	células	se	lavaron	con	medio	DMEM	con	un	10%	de	FBS	precalentado	a	
37°C,	 dejando	 un	 volumen	 final	 de	 9ml	 de	 DMEM	 con	 un	 10%	 de	 FBS	 y	 25μM	 de	
cloroquina	por	placa.	Por	otra	parte,	el	ADN	añadido	por	placa	fue	una	mezcla	de	6μg	
del	 plásmido	 vector,	 7,5μg	 del	 plásmido	 empaquetador	 y	 3μg	 del	 plásmido	 de	 la	
envuelta.	Este	ADN	se	diluyó	en	1ml	de	HBSS	(280mM	NaCl,	10mM	KCl,	1,5mM	Na2PO4H,	
12mM	dextrosa	y	50	mM	Hepes,	todos	de	Sigma)	que	contenía	250mM	de	Ca2Cl.	La	co-
transfección	se	realizó	durante	8-12	h	a	37°C	al	5%	de	CO2.	Tras	la	incubación,	se	cambió	
el	medio	de	las	placas	por	10ml	de	DMEM	con	un	10%	de	FBS.	A	las	48	h	de	cultivo	se	
recogieron	 los	sobrenadantes	que	contenían	 las	partículas	 lentivirales	y	se	pasaron	a	
través	de	un	filtro	de	polieter	sulfonas	(PES)	de	0,45μm	de	diámetro	de	poro.	
	
	Los	 sobrenadantes	 se	 concentraron	mediante	 la	 incubación	 con	PBS	 con	un	10%	de	
polietilen-glicol-8000	 (Sigma)	 y	 en	 presencia	 de	 3M	 de	 NaCl	 durante	 12	 h	 a	 4°C	 en	
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agitación.		Posteriormente	se	centrifugaron	a	1600g	durante	1	hora	a	4°C,	se	eliminó	el	
sobrenadante,	y	el	concentrado	con	el	precipitado	de	lentivirus	se	almacenó	en	alícuotas	
a	-80°C	hasta	su	uso.		
	
Para	 la	 titulación	de	 los	 sobrenadantes	 concentrados,	 se	 infectaron	células	293T	con	
diluciones	seriadas	de	éstos.	Al	segundo	día	tras	la	infección	se	valoró	por	citometría	de	
flujo	la	expresión	de	GFP.	Para	el	cálculo	del	título	se	escogieron	aquellas	células	con	un	
10-20%	de	expresión	de	GFP	y	se	empleó	el	siguiente	cálculo:	
	
Título	(UT/ml)	=	NxF/VxD	
	
N=	número	inicial	de	células	en	el	pocillo	usado	en	la	infección		
F=	fracción	de	células	positivas	para	GFP	
V=	cantidad	de	sobrenadante	viral	usado	en	el	pocillo	
D=	factor	de	dilución	
UT=	unidades	trasformadoras	
 
Infección lentiviral  
	
Partiendo	 de	 una	 suspensión	 de	 linfocitos	 B1	 tumorales	 de	 la	 cepa	NZB	 crecidos	 en	
cultivo	(NZB-LLC),	se	sembraron	1	x105	células	en	un	volumen	de	2ml	en	pocillos	de	placa	
de	24	pocillos	(Costar)	y	en	ausencia	de	feeder,	a	37°C	con	un	5%	de	CO2	y	humedad	
controlada.	A	las	12	h	se	retiró	el	medio	y	se	añadió	el	sobrenadante	viral	a	distintas	MOI	
(multiplicidad	de	infección,	MOI)	en	un	volumen	final	de	200μl	de	medio	completo,	y	se	
mantuvo	en	estufa	durante	3	h,	tiempo	tras	el	cual,	se	completaron	los	pocillos	hasta	un	
volumen	final	de	2ml	de	medio	completo	para	diluir	el	virus.	Pasadas	12	h,	las	células	se	
recogieron	en	medio	completo	y	 se	 transfirieron	a	placas	de	24	pocillos	 (Costar)	con	
células	 3T3	 previamente	 tratadas	 con	 mitomicina.	 Se	 siguió	 la	 fluorescencia	 de	 las	
células	infectadas	con	un	microscopio	invertido	de	fluorescencia	(Axiovert	25,	Zeiss),	y	
se	midió	la	intensidad	media	de	fluorescencia	por	citometría	en	un	FACSort.	En	el	caso	
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de	las	líneas	celulares	control	el	procedimiento	fue	el	mismo	a	excepción	del	último	paso	
de	transferencia	sobre	monocapas	de	células	3T3.	
	
ENSAYOS FUNCIONALES 
Detección de viabilidad y recuento celular 
	
Se	valoró	la	viabilidad	de	las	células	de	estudio	mediante	doble	marcaje	con	anexina	V	
FITC/Ioduro	de	propidio	(IP)	(Roche	Diagnostics	y	Sigma,	respectivamente).	Se	incubaron	
2	x105	células	durante	15	min	en	oscuridad	con	50μl	de	una	solución	que	contenía:	5μl	
de	anexina	V	FITC	y	10μl	de	IP	a	una	concentración	de	1μg/ml,	en	presencia	de	binding	
buffer	(140mM	de	NaCl,	5mM	de	CaCl2	y	10mM	de	Hepes	todos	ellos	proporcionados	
por	Sigma),	en	un	volumen	final	de	500μl.	Seguidamente,	las	células	se	adquirieron	en	
el	 citómetro	 de	 flujo	 FACSort	 (Becton	 Dickinson)	 con	 el	 programa	 CellQuest®	 y	 se	
analizaron	con	el	programa	Flowing®.	
	
El	 recuento	 absoluto	de	 las	 células	 se	 realizó	 con	microesferas	 fluorescentes	Perfect	
Count	(Cytognos)	por	citometría	de	flujo	en	un	FACSort.	
	
Ensayo de citotoxicidad de la deguelina 
	
Se	sembraron	5	x104	células	NZB-LLC	(NZB-LLC	o	NZB-LLC	LV	según	ensayo)	en	placas	de	
24	pocillos	(Costar)	y	se	cultivaron	con	medio	completo	en	presencia	o	ausencia	de	las	
monocapas	 de	 células	 3T3	 previamente	 tratadas	 con	 mitomicina	 y	 en	 presencia	 de	
distintas	concentraciones	de	deguelina	(10,	100μM,	Tocris	Biosciences).	En	la	condición	
control,	 las	células	se	cultivaron	con	el	vehículo	en	el	que	iban	disueltos	los	fármacos	
(RPMI	con	DMSO,	de	forma	que	la	concentración	de	DMSO	(Sigma)	en	los	cultivos	nunca	
superó	el	0.1%).	 	
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Estimulación mitogénica 
	
Las	CMN	se	sembraron	en	placas	de	96	pocillos	(Costar)	con	5	x104	células/pocillo	en	
medio	completo	y	triplicados	por	condición.	Las	células	se	cultivaron	a	distintos	tiempos	
en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 células	 3T3	 previamente	 tratadas	 con	 mitomicina	 y	 del	
activador	 de	 PKC	 acetato	 de	 formol	 mirístico	 (PMA,	 Sigma;	 200ng/ml),	 o	 bien	
lipoporisacárido	bacteriano	(LPS,	Sigma;	2μg/ml).		
		
CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA 
LUCIFERASA IN VITRO 
	
Las	células	NZB-LLC	infectadas	con	los	distintos	lentivirus	(tabla	3)	que	portaban	el	gen	
de	la	luciferasa	en	su	construcción	fueron	valoradas	por	luminiscencia	en	el	momento	
previo	al	trasplante.	Se	sembraron	diluciones	seriadas	de	las	células	en	un	volumen	final	
de	 50μl	 sobre	 placas	 blancas	 de	 96	 pocillos	 de	 fondo	 plano	 (Greiner),	 a	 las	 que	 se	
añadieron	50μl	 de	D-Luciferina	 (Beetle	 Luciferin,	 Potassium	Salt,	 Promega)	que	es	 el	
sustrato	 de	 la	 luciferasa	 de	 Photinus	 pyralis	 (Fluc)	 a	 una	 concentración	 final	 de	
1,25mg/ml.	Se	cuantificó	la	señal	en	el	luminómetro	para	placa	Infinite	1200	Tecan.	
	
DETECCIÓN DEL GEN DE LA LUCIFERASA 
Aislamiento	de	ADN	genómico	
	
Para	la	extracción	de	ADN	genómico	a	partir	de	las	muestras	de	bazos	de	individuos	NZB,	
las	células	se	resuspendieron	en	un	tampón	para	 la	 lisis	de	 leucocitos	WCLB	(Tris-HCl	
10mM,	 pH	 7,6;	 EDTA	 10mM,	 pH	 8;	 NaCl	 50mM,	 todos	 ellos	 de	 Sigma),	 al	 que	 se	
añadieron	 SDS	 (Sigma),	 proteinasa	 K	 y	 RNAsa	 A	 (ambas	 de	 Roche	 Diagnostics)	 a	
concentraciones	finales	del	0,16%	(v/v),	160µg/ml	y	2µg/ml	respectivamente.	La	mezcla	
se	incubó	entre	8	y	16	h	a	42°C	en	agitación,	tras	lo	cual	se	realizaron	dos	extracciones	
con	fenol/cloroformo/alcohol	isoamílico	(PCI,	25:24:1)	seguidas	de	una	nueva	extracción	
con	cloroformo/alcohol	isoamílico	(CI,	24:1)	(todos	ellos	de	Sigma).	Finalmente,	el	ADN	
	 25	
se	precipitó	en	la	fase	acuosa	con	dos	volúmenes	de	isopropanol	(Sigma)	en	presencia	
de	NaCl	0,1M	(Sigma)	y	se	lavó	el	precipitado	de	ADN	con	etanol	al	70%.	Las	muestras	
de	ADN	obtenidas	se	resuspendieron	en	tampón	TE	(Tris	10mM,	pH	8;	EDTA	1mM)	y	la	
concentración	del	ADN	se	midió	por	absorbancia	y	en	geles	de	agarosa	comparando	las	
muestras	con	un	patrón	de	cantidad	de	ADN	(Low	ADN	Mass	Ladder,	Invitrogen).	
	
Amplificación	del	gen	de	la	luciferasa	mediante	la	reacción	en	cadena	de	la	polimerasa	
(PCR)	
	
Se	 realizó	 una	 PCR	 convencional	 en	 un	 ciclador	 2720	 Thermal	 Cycler	 (Applied	
Biosystems)	 utilizando	 muestras	 de	 ADN	 genómico	 procedentes	 de	 bazos	 NZB.	 Los	
cebadores	utilizados	fueron:	derecho:	5’-ggaagacgccaaaaacataaagaaagg-3’	e	izquierdo:	
5’-atagcttctgccaaccgcacgg-3’.	La	mezcla	de	reacción	contenía	100ng	de	ADN	genómico,	
10mM	Tris-HCL	pH	8,3;	50mM	KCl;	1,5mM	Cl2Mg,	0,2mM	dNTPs,	0,5μM	de	cada	uno	de	
los	cebadores	y	2,5	unidades	de	AmpliTaq®	(Applied	Biosystems)	en	un	volumen	final	de	
12,5μl.	El	programa	de	amplficación	consistió	en	una	desnaturalización	inicial	de	30	seg	
a	94°C,	seguida	de	35	ciclos	de	5	seg	a	94°C,	30	seg	a	58°C	y	30	seg	a	72°C	y	una	extensión	
final	de	5	min	a	72°C.	El	producto	amplificado	se	corrió	en	un	gel	de	agarosa	Nusieve	3:1	
(Lonza)	al	2%	en	TAE	y	a	cada	calle	se	añadió	1μl	de	una	dilución	1/100	de	SYBR	green.	
En	una	de	 las	calles	 se	corrió	el	patrón	de	masa	y	 tamaño	molecular	Low	DNA	Mass	
Ladder.	
	
ESTUDIO DEL ESTADO MUTACIONAL DE LAS 
CADENAS PESADAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS 
(IGVH) 
	
Se	extrajo	el	ARN	total	de	distintas	muestras	(esplenocitos,	células	de	líquido	ascítico,	
células	NZB-LLC	cultivadas,	NZB-LLC	LV	infectadas	y	células	de	timo)	utilizando	el	kit	High	
pure	RNA	Isolation	(Roche	Diagnostics).	Por	cada	muestra	de	ARN	se	desnaturalizó	1µg	
a	 65°C	 durante	 15	min.	 Se	 añadió	 1µl	 de	 random	 primers	 (100ng/µl;	 Promega),	 1µl	
dNTPs	10mM	llevado	hasta	un	total	de	12µl	de	agua,	y	se	incubaron	a	65°C	durante	5	
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min	tras	los	cuales	se	dejó	en	hielo.	Posteriormente,	se	añadieron	4µl	de	buffer	5x,	2µl	
de	DTT	y	1µl	de	RNAse	OUT	(40U/µl;	Invitrogen)	y	se	mantuvo	la	mezcla	durante	2	min	
a	 42°C.	 A	 partir	 de	 este	 punto,	 se	 sintetizó	 el	 ADN	 complementario	 siguiendo	 dos	
protocolos	distintos	en	función	de	la	muestra	a	estudio.	
Protocolo	 1:	 La	 síntesis	 de	 ADN	 complementario	 (ADN-c)	 se	 realizó	 mediante	
transcripción	 inversa	 añadiendo	 1µl	 de	 superscript	 II	 Reverse	 Transcriptase	 (Thermo	
Fisher	Scientific),	en	un	volumen	final	de	20µl,	incubando	50	min	a	42°C	y	15	min	a	70°C.	
El	producto	se	corrió	en	un	gel	de	agarosa/TBE	2%	(Sigma)	+	SYBR	75	(Invitrogen).	Una	
vez	sintetizado	el	ADN-c	se	realizó	la	amplificación	por	PCR	de	IgVH	añadiendo	al	tubo	
de	ADN-c	2mM	de	MgCl2,	0,2mM	de	dNTPs,	50mM	de	Tris-HCl,	PH	9,5,	50mM	de	NaCl,	
0,2	µM	del	cebador	VH	consenso,	0,2µM	del	cebador	CHμ	en	un	volumen	final	de	20µl.	
El	programa	de	amplificación	fue:	94°C	15min,	seguidos	de	35	ciclos	a	94°C	30	seg,	58°C	
30	seg,	72°C	30	seg,	y	un	paso	de	extensión	final	a	72°C	10	min.		
Protocolo	 2:	 La	 transcripción	 reversa	 del	 ARN	 en	 ADN-c	 se	 realizó	 usando	 2U	 de	
Superscript	 II	 reverse	 trascriptase	 (Life	 Tecnologies).	 Se	 usó	 el	 siguiente	 protocolo	
modificado	(Yan	et	al.,	2006),	utilizando	los	siguientes	cebadores:		VH	primer	(forward)	
5’-SARGTBMAGCTGSAGSAGTCWGG-3’;	 CHμ	 primer	 (reverse)	 5’-
CAGATCTCTGTTTTTGCCTCGTA-3’	(Life	Technologies).	
	
El	 producto	 amplificado	 se	 sometió	 a	 una	 electroforesis	 en	 un	 gel	 al	 2%	de	 agarosa	
Nusieve®3:1	(Lonza).	Se	extrajo	la	banda	de	interés	y	se	purificó	el	ADN	con	un	kit	de	
extracción	de	ADN	(Qiagen),	siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante.	Posteriormente,	
se	transformaron	bacterias	competentes	(JM109)	con	el	producto	aislado	atendiendo	al	
protocolo	 pGEM®-T	 and	 pGEM®-T	 Easy	 Vector	 Systems	 (Promega).	 Se	 cultivaron	
alrededor	de	5	a	20	colonias	overnight	(O.N.),	posteriormente	se	realizó	la	extracción	de	
plásmidos	usando	Wizard®	Plus	SV	Minipreps	DNA	Purification	System	(Promega).	 La	
secuenciación	fue	realizada	por	GATC	Biotech	(Konstanz,	Alemania).	Se	analizaron	las	
secuencias	 de	 nucleótidos	 con	 el	 programa	 Chromas	 2.4.3	 (Tecnelysium)	 y	 se	
compararon	con	las	secuencias	de	líneas	germinales	de	ratón	disponibles	en	la	base	de	
datos		IMGT/V-QUEST	(Brochet	et	al.,	2008;	Giudicelli	et	al.,	2011).	
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INMUNOFENOTIPO 
	
Se	 identificaron	 las	distintas	poblaciones	celulares	de	 las	muestras	analizadas	usando	
combinaciones	de	anticuerpos	monoclonales	específicos.	A	la	muestra	de	estudio	(10μl	
de	sangre	ó	200000	células	en	200μl	en	el	resto	de	las	muestras)	se	añadió	un	anticuerpo	
bloqueante	dirigido	contra	CD16/CD32	(BD	Biosciences)	e	incubó	5min	en	hielo.	Se	tiñó	
la	 muestra	 con	 35μl	 de	 una	 mezcla	 que	 contenía	 de	 tres	 a	 cuatro	 anticuerpos	
monoclonales	y	adecuada	en	cada	caso	(tabla	1).	
En	el	caso	de	muestras	de	sangre	(lisada	previamente	con	ACK),	líquido	ascítico,	bazo	y	
timo	se	utilizó	la	siguiente	combinación	de	anticuerpos:	
Tubo	0:	controles	de	isotipo.	
Tubo	1:	LY6G/CD11b/CD45/CD5.	Identificación	de	neutrófilos,	monocitos	y	linfocitos.	
Tubo	2:	IgM/CD19/B220/CD5.	Identificación	de	subpoblaciones	de	linfocitos	B.	
Tubo	3:	CD3/CD90.2/CD8/CD5.	Identificación	de	subpoblaciones	de	linfocitos	T.	
Tubo	4:	LY6G/H-2Db/CD45/CD3.	Identificación	de	cepas	murinas.	
Tubo	5:	CD3/CD94/CD8/CD5.	Identificación	de	linfocitos	T	y	linfocitos	NK.	
Tubo	6:	CD4/H-2Db/CD8/H-2Dd.	Identificación	de	cepas	murinas	y	linfocitos	T.	
Se	incubaron	20	min	a	temperatura	ambiente	y	en	oscuridad	tras	los	cuales	se	realizaron	
dos	lavados	de	6	min	a	200g	en	PBS.	Las	células	se	adquirieron	en	un	FACSort	o	en	un	
FACScalibur	 (Becton	 Dickinson).	 Se	 analizaron	 10000	 eventos	 por	 muestra	 con	 el	
programa	Flowingâ	o	Paint	A	Gateâ	(Becton	Dickinson).	
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Tabla	1.	Anticuerpos	utilizados	en	citometría	de	flujo	
		 		 		 		
Especificidad1	 Fluorocromo2	 Clon3	 Casa	Comercial4	
B220	 TC	 RM2606	 Invitrogen	
CD11b	 PE	 M1/70.15	 Thermo	
CD16/CD32	 	 93	 Biolegend	
CD19	 PE	 6D5	 Miltenyi		
CD3	 APC	 REA641	 Miltenyi		
CD3ε	 FITC	 145-2C11	 Miltenyi		
CD4	 Alexa	Fluor	488		 GK	1.5	 Biolegend	
CD45	 PERCP		 EM-05	 Exbio	
CD5	 APC	 REA421	 Miltenyi		
CD5	 PE	 53-7.3		 BD	Pharmingen	
CD80	 FITC	 16-10A1	 Miltenyi		
CD8a	 PERCP		 	53-6.7	 	Biolegend	
CD90.2	 PE	 1aG4/C5	 Exbio	
CD94	 	PE		 Kp43	 	Biolegend	
H-2Db		 PE			 	KH95	 Biolegend	
H-2Dd	 APC	 34-2-12	 Inmunostep	
IgM		 FITC	 R6-60.2		 BD	Pharmingen	
Ly6G	 FITC	 RB6-8C5	 Exbio	
Controles	de	isotipo	
IgG2b4	 FITC	 	 Molecular	Probes	
IgG2a	 PE	 	 Exbio	
IgG2a	 PERCP		 	 Molecular	Probes	
IgG2a	 APC	 		 Molecular	Probes	
1Molécula	frente	a	la	que	va	dirigido	el	anticuerpo	monoclonal		
2Fluoróforo	conjugado	con	el	anticuerpo		 	
3Clon	del	que	procede	el	anticuerpo	 	
4Subclase	de	los	anticuerpos	específicos	usados	como	controles	
	
EXPERIMENTACIÓN IN VIVO 
Comité ético para el ensayo in vivo 
	
Los	procedimientos	realizados	fueron	autorizados	por	el	Área	territorial	de	Protección	
Animal	de	la	Comunidad	de	Madrid	(PROEX:	066/14)	y	fueron	llevados	a	cabo	bajo	la	
supervisión	 del	 gabinete	 veterinario	 del	 animalario	 del	 Hospital	 Puerta	 de	Hierro	 de	
Majadahonda	 de	 acuerdo	 con	 la	 legislación	 vigente.	 (B.O.E,	 9	 de	 febrero	 del	 2013;	
Directiva	2010/63/UE	del	Parlamento	Europeo	del	Consejo	del	22	de	 septiembre	del	
2010).	
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Animales de experimentación 
	
NZB	
	
La	cepa	murina	New	Zealand	Black	(NZB)	(NZB/Ola	Hsd,	Harlan	Olac	Ltd,	Bicester,	UK)	se	
adquirió	a	Envigo.	Es	una	cepa	consanguínea	establecida	en	1948	por	Bielschowsky.	El	
stock	de	Envigo	proviene	del	Laboratory	Animals	Center,	Carshalton	desde	1979.	La	cepa	
NZB	aparece	 como	modelo	animal	de	 cáncer	en	 la	base	de	datos	de	 tumores	de	 los	
laboratorios	Jackson	(MTB:38794,	http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do).	
	
BALB/c	
	
La	cepa	consanguínea	BALB/cOlaHsd	se	adquirió	a	la	casa	comercial	Envigo.	El	origen	de	
esta	cepa	proviene	de	un	stock	albino	adquirido	por	H.	Bagg	en	1913,	y	por	 lo	 tanto	
llamado	"Bagg	albino"	o	BALB.	En	1923,	MacDowell	crió	la	cepa	en	Cold	Spring	Harbor,	
NY,	USA.	 En	1932	Snell	 añadió	 la	 "c"	 a	 albino	a	 la	 generación	26.	 El	 stock	de	Envigo	
proviene	del	Laboratory	Animals	Centre,	Carshalton	del	Jackson	Laboratory	(Bar	Harbor,	
ME,	 USA	 en	 1995).	 Posteriormente	 se	 traspasó	 la	 cepa	 al	 Clinical	 Research	 Centre	
(Harrow)	y	posteriormente	en	1976	a	Olac,	del	cual	lo	adquirió	en	2015	Harlan	(Envigo).	
	
NOD/SCID	
	
La	 cepa	 inmunodeprimida	NOD.CB17-Prkdcscid/NCrHsd	a	partir	de	ahora	denominada	
NOD/SCID	 se	 adquirió	 a	 la	 casa	 Envigo.	 La	 cepa	 proviene	 del	 National	 Institutes	 of	
Health,	Bethesda.	En	2004	se	traspasó	a	Maryland	National	Cancer	Institute	y	en	2006	
Harlan	(Envigo)	adquirió	la	cepa	del	National	Cancer	Institute.	Es	una	cepa	portadora	de	
una	mutación	en	el	gen	Prkdc	transferida	a	un	ratón	de	base	diabético	no	obeso	(NOD).	
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Alojamiento y seguimiento 
	
El	 transporte	 de	 los	 individuos	 fue	 realizado	 por	 la	 empresa	 de	 suministro	 de	 los	
animales	dentro	de	cubetas	protegidas	y	en	vehículos	climatizados.	Las	condiciones	de	
la	cubeta	de	transporte	eran	las	adecuadas:	agua	ad	libitum,	lecho	y	la	misma	comida	
recibida	en	el	lugar	de	origen.	
	
Los	animales	se	alojaron	en	el	Animalario	del	Hospital	Puerta	de	Hierro	de	Majadahonda	
(Nº	Registro:	ES280900000012).	A	su	llegada	al	animalario	estuvieron	en	aclimatación	y	
cuarentena	al	menos	7	días	antes	de	comenzar	los	procedimientos.	Se	mantuvieron	a	lo	
largo	de	sus	vidas	en	microaisladores	de	14cm	de	altura,	transparentes	y	con	suelo	sólido	
emplazados	 en	 racks	 ventilados	 asegurando	 una	 presión	 positiva	 interna.	 Las	
condiciones	de	estabulación	eran:	ciclos	de	12	h	de	luz	y	12	h	de	oscuridad,	20-24°C	de	
temperatura	y	50-60%	de	humedad	relativa.		
	
Las	cepas	inmunocompetentes	NZB	y	BALB/c	se	alojaron	en	grupos	de	3-4	individuos	en	
cubetas	 con	 filtro	 de	 tipo	 II	 largo,	 con	 viruta	 de	 chopo	 y	 enriquecimiento	 ambiental	
(nidos	de	celulosa)	(RD	53/2013).	
	
La	cepa	 inmunodeprimida	NOD/SCID	se	mantuvo	en	condiciones	 libres	de	patógenos	
(germ-free)	en	microaisladores	emplazados	en	racks	ventilados	asegurando	una	presión	
positiva	interna	y	cambios	de	cubeta	bajo	cabina	de	transferencia.	Se	alojaron	en	grupos	
de	2-3	individuos	en	cubetas	con	filtro	de	tipo	II	largo,	con	viruta	de	chopo	(Chipsi	Classic	
Beeding	 irradiado,	 Envigo)	 y	 enriquecimiento	 ambiental	 (nidos	 de	 celulosa	
autoclavados)	(RD	53/2013).	
	
La	identificación	de	todos	los	animales	se	realizó	mediante	muescas	en	las	orejas	con	un	
marcador	de	orejas.	Fueron	alimentados	ad	libitum	con	pienso	de	mantenimiento	(NZB	
y	BALB/c)	o	irradiado	(NOD/SCID)	y	agua	ad	libitum	(NZB	y	BALB/c)	o	agua	ad	libitum	
autoclavada	(NOD/SCID).	Se	supervisaron	de	forma	diaria	y	realizando	semanalmente	
un	protocolo	de	valoración	de	criterios	de	punto	final.	
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Procedimientos con animales 
	
Trasplante	de	CMN	
	
Se	realizaron	trasplantes	de	células	NZB-LLC	cultivadas	o	infectadas	a	hembras	jóvenes	
de	4-5	 semanas	de	edad	de	 la	 cepa	NZB	o	bien	de	 la	 cepa	NOD/SCID.	El	número	de	
células	trasplantadas	en	los	distintos	individuos	oscilaba	entre	6	x105	y	26	x106.	La	vía	
de	 elección	 del	 trasplante	 fue	 la	 vía	 intraperitoneal	 (I.P.)	 en	 individuos	 NZB.	 En	
individuos	NOD/SCID	se	utilizó	la	vía	intravenosa	(I.V.),	vena	de	la	cola,	hasta	el	límite	
ofrecido	 por	 la	 vía	 y	 el	 resto	 de	 la	 suspensión	 celular	 se	 trasplantó	 por	 vía	 I.P.	 Las	
suspensiones	 celulares	 se	 inocularon	 en	 un	 volumen	máximo	de	 200μl	 (I.P.)	 y	 100μl	
(I.V.).	
	
Extracción	de	sangre	
	
Una	vez	realizada	la	eutanasia	en	los	individuos	en	una	cámara	de	CO2	al	70%,	se	realizó	
la	 punción	 cardiaca	 como	 procedimiento	 con	 fin	 terminal.	 Se	 introdujo	 la	 aguja	
manteniendo	un	vacio	en	la	jeringuilla	por	la	parte	baja	de	la	cavidad	torácica	con	una	
cierta	 inclinación	hasta	 llegar	 al	 corazón.	 Las	muestras	 de	 sangre	 se	 recolectaron	 en	
tubos	con	EDTA	tripotásico	(Greiner)	hasta	ser	procesadas	en	un	tiempo	menor	a	24	h	
tras	su	recogida.	
	
Extracción	de	orina	a	sacrificio	
	
Tras	 realizar	 la	 eutanasia	de	 los	 animales	de	 la	 cepa	NZB	 se	presionó	 ligeramente	 la	
vejiga	y	se	recogió	la	orina	directamente	sobre	una	tira	reactiva	Mulistix	10	SG	(Siemens)	
con	el	fin	de	determinar	las	proteínas	presentes	en	la	orina	siguiendo	las	instrucciones	
del	fabricante.		
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Ensayos	de	imagen	molecular	
	
La	 técnica	de	 Imagen	por	Bioluminiscencia	 (BLI)	 se	utilizó	para	el	 seguimiento	de	 las	
células	 que	 portaban	 el	 gen	 de	 luciferasa	 (Photinus	 phiralys)	 en	 los	 individuos	
trasplantados	con	las	mismas	(NZB,	BALB/c	y	NOD/SCID).	Para	la	monitorización	de	las	
células	 inoculamos	 el	 sustrato	 por	 vía	 intraperitoneal	 en	 un	 volumen	 final	 de	 150-
200μl/ratón	(45mM	sal	potásica	D-Luciferina,	equivalente	a	125mg/kg,	en	el	individuo).	
Transcurridos	 15	minutos	 de	 la	 inoculación	 del	 sustrato	 luminiscente,	 se	 procedió	 a	
anestesiar	 al	 individuo	 por	 vía	 inhalatoria	 (isofluorano	 vaporizado	 en	 oxígeno	
inicialmente	 al	 3%	 durante	 el	 periodo	 de	 inducción	 y	 al	 1,5%	 en	 el	 periodo	 de	
mantenimiento	para	su	seguimiento	por	BLI	(Fig.	5(C)).		
	
En	un	ensayo	típico	se	adquiere	primero	una	imagen	de	BLI	con	un	tiempo	de	exposición	
de	1	min,	y	un	agrupamiento	de	pixeles	 (binning)	en	 formato	8x8.	A	continuación	se	
toma	 una	 imagen	 con	 luz	 visible	 y	 un	 tiempo	 de	 exposición	 de	 20	milisegundos	 en	
A B
C
Fig.	5.	Equipos	de	 imagen	y	anestesia	para	 la	 toma	de	 imágenes	de	bioluminiscencia	 in	vivo.	 (A)	El	
aparato	de	bioluminiscencia	se	compone	de	una	cámara	digital	de	alta	resolución	con	dispositivos	de	
cargas	acopladas	(CCD)	ORRCA-2PT	(Hamamatsu	Photonics),	alojada	dentro	de	una	cámara	oscura	para	
impedir	la	entrada	de	luz	durante	la	toma	de	imágenes	de	bioluminiscencia.	(B)	Pletina	termostatizada	
con	 sistema	 de	 anestesia	 inhalatoria	 acoplado.	 (C)	 Sistema	 de	 inducción	 de	 anestesia,	 previo	 al	
procedimiento	de	toma	de	imágenes	(BLI).	
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formato	de	1x1.	Por	último,	las	imágenes	se	superponen	en	una	escala	de	pseudocolor	
que	 refleja	 la	 intensidad	 relativa	 de	 la	 señal.	 Para	 la	 cuantificación	 de	 la	 señal,	 las	
regiones	de	interés	fueron	acotadas	y	se	determinó	la	intensidad	máxima	de	luz.	Para	el	
análisis	y	procesamiento	de	las	imagenes	se	empleó	el	programa	Wasabi	(Hamamatsu	
Photonics).	Durante	el	tiempo	de	toma	de	imágenes	por	BLI,	los	individuos	se	disponen	
sobre	una	pletina	termostatizada	(Fig.	5(B))	para	mantener	su	calor	corporal,	que	lleva	
incorporado	un	sistema	de	anestesia	inhalatoria.	Las	imágenes	de	bioluminiscencia	se	
tomaron	con	una	cámara	digital	de	alta	resolución	con	dispositivos	de	cargas	acopladas	
(CCD)	ORCA-2PT	(Hamamtsu	Photonics)	(Fig.	5(A)).	
	
Valoración	de	la	absorción	de	la	señal	luminiscente	por	los	tejidos.		
Fig.	6.	La	coloración	del	pelo	del	individuo	reduce	la	señal	luminiscente	captada	por	el	aparato	de	BLI.	
Se	 realizaron	 inoculaciones	de	100000	células	3T3	 luciferasa+	 (línea	 control	 LV	 (9))	 en	 individuos	de	
coloración	oscura	(NZB,	situado	a	la	izquierda	de	cada	imagen)	y	coloración	clara	(BALB/c,	situado	a	la	
derecha	de	cada	imagen)	por	vía	intraperitoneal	(A1)	y	subcutánea	(A2).	Se	muestra	la	superposición	de	
imágenes	compuesta	por	la	imagen	de	máxima	señal	tomada	por	BLI,	junto	con	la	imagen	de	luz	visible	
en	una	escala	pseudocolor	que	 indica	 la	intensidad	realtiva	de	 la	señal.	 (B1	y	B2)	Cuantificación	de	la	
señal	 máxima	 obtenida	 por	 BLI	 en	 las	 condiciones	 anteriormente	 descritas	 con	 el	 software	 Wasabi	
(Hamamatsu	Photonics),	comparada	con	la	cuantificación	de	la	señal	en	el	luminómetro	de	placa	para	la	
misma	cantidad	de	células	(Control:	100000	3T3	LV	(9)).	
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Se	 realizaron	 inoculaciones	 de	 100000	 células	 de	 la	 línea	 control	 con	 expresión	 de	
luciferasa,	3T3	LV	(9)	por	vía	 intraperitoneal	y	subcutánea	(Fig.	6)	en	 individuos	de	 la	
cepa	de	interés	NZB	y	en	una	cepa	control	(BALB/c).	Se	eligió	el	individuo	BALB/c	por	
tener	un	pelaje	con	coloración	blanca	para	poder	valorar	en	qué	medida	la	coloración	
del	pelo	reducía	la	detección	de	la	señal	emitida	por	las	células	inoculadas.	
	
Evaluación	de	sustratos	luminiscentes.	
Se	ensayaron	distintos	sustratos	de	la	luciferasa	para	el	seguimiento	in	vivo	por	BLI	en	
individuos	BALB/c,	con	la	finalidad	de	seleccionar	la	mejor	opción	para	la	detección	in	
vivo	 de	 células	 luminiscentes.	 Los	 sustratos	 ensayados	 fueron	 D-Luciferina	 (Beetle	
Luciferin,	Porassium	Salt,	Promega),	Aka	Lumine	(Wako)	y	TokeOni	(Sigma-Aldrich),	las	
concentraciones	 recomendadas	 de	 uso	 eran:	 45mM,	 3mM,	 33mM	 respectivamente.	
Tanto	 Aka	 Lumine	 como	 TokeOni	 son	 sustratos	 que	 tienen	 emisión	 en	 el	 infrarrojo	
(Kuchimaru	et	al.,	2016),	teóricamente	los	tejidos	presentan	una	menor	absorción	de	luz	
en	el	rango	del	espectro	infrarrojo,	por	 lo	que	el	uso	de	estos	sutratos	aumentaría	 la	
detección	 in	 vivo	 de	 la	 señal	 emitida	 por	 las	 células	 portadoras	 de	 luciferasa.	 Se	
inocularon	 por	 vía	 intraperitoneal	 y	 subcutánea	 100000	 células	 (Fig.	 7(A1))	 o	 bien	
180000	células	3T3	LV	(9)	con	expresión	de	luciferasa	(Fig.	7(A2))	y	se	valoró	 la	señal	
bioluminiscente	cualitativa	y	cuantitativamente	(Fig.	7)	en	individuos	BALB/c	en	posición	
de	decúbito	supino.	Las	valoraciones	cuantitativas	 in	vivo	se	compararon	con	la	señal	
emitida	por	las	células	3T3	LV	(9)	 in	vitro	y	cuantificadas	en	un	luminómetro	de	placa	
(Fig.	7).	La	concentración	utilizada	de	los	distintos	sustratos	 in	vitro	(D-Luciferina,	Aka	
Lumine,	 y	 TokeOni)	 fue	 0,5mM.	 Con	 los	 sustratos	 de	 emisión	 en	 el	 infrarrojo	 no	
conseguíamos	mejorar	la	detección	de	la	señal	bioluminiscente	in	vivo.	
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Fig.	 7.	 Evaluación	 por	 BLI	 de	 sustratos	 luminiscentes.	 Se	 realizaron	 dos	 inoculaciones	 por	 vía	
intraperitoneal	y	subcutánea	de	(A1)	100000	células	3T3	LV	(9)	o	bien	(A2)	180000	células	3T3	LV	(9)	en	
cada	uno	de	los	individuos	de	coloración	clara	(BALB/c).		Se	muestra	la	superposición	de	las	siguientes	
imágenes:	 imagen	de	máxima	señal	tomada	por	BLI,	 junto	con	 la	 imagen	de	 luz	visible	en	una	escala	
pseudocolor	que	indica	la	intensidad	de	la	señal.	(A1)	Se	muestra	la	emisión	detectada	con	el	sustrato	D-
Luciferina	 (45mM,	 individuo	de	 la	 izquierda	 en	 la	 imagen)	 frente	a	 la	detectada	 con	 el	 sustrato	Aka	
Lumine	(3mM,	individuo	de	la	derecha	de	la	imagen).	(A2)	Emisión	detectada	tras	el	uso	del	sustrato	D-
Luciferina	 (45mM,	 individuo	 de	 la	 izquierda	 de	 la	 imagen)	 comparado	 con	 el	 del	 sustrato	 Toke	 Oni	
(33mM,	individuo	de	la	derecha	de	la	imagen).	(B1	y	B2)	Cuantificación	de	la	señal	máxima	obtenida	por	
BLI	 en	 las	 condiciones	 anteriormente	 descritas	 con	 el	 programa	 Wasabi	 (Hamamatsu	 Photonics),	
comparadas	con	(B3)	la	cuantificación	de	la	señal	en	el	luminómetro	de	placa	para	la	misma	cantidad	de	
células	(100000	3T3	LV	(9))	con	los	distintos	sustratos	utilizados.		
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INMUNOHISTOQUÍMICA 
	
Los	órganos	extraídos	en	la	necropsia	se	secaron	con	papel	de	filtro	para	su	inclusión	en	
los	moldes	de	OCT.	Antes	de	la	 inclusión	de	los	órganos	en	los	moldes	se	añadió	una	
gota	de	la	solución	de	inclusión	(O.C.T	™	Compound,	Tissue-Tek)	en	el	fondo	del	molde	
(evitando	la	formación	de	burbujas).	Posteriormente	se	cubrieron	los	órganos	colocados	
en	 los	moldes	de	OCT	con	 la	 solución	de	 inclusión,	una	vez	montados	 los	moldes	 se	
colocaron	sobre	una	capa	de	pellets	de	nieve	carbónica	dentro	de	una	caja	aislante.	Una	
vez	solidificado	el	líquido	de	inclusión,	las	muestras	se	almacenaron	hasta	su	análisis	a	-
80°C.		
	
Protocolo hematoxilina–eosina 
	
Se	 realizaron	 cortes	 en	 bloques	 de	OCT	 criopreservados	 de	 5µm	en	un	 criostato.	 Se	
realizó	la	tinción	con	hematoxilina	durante	5	min,	tiempo	tras	el	cual	se	realizó	un	lavado	
seguido	de	una	tinción	con	eosina	alcohólica	durante	1	min,	y	deshidrató	en	alcoholes	
crecientes	 según	 protocolo	 estándar.	 Finalmente	 los	 cristales	 se	 prepararon	 con	 el	
medio	 de	 montaje	 DPX	 (BDH).	 Las	 muestras	 se	 analizaron	 mediante	 un	 sistema	 de	
análisis	de	imagen	compuesto	por	un	microscopio	Olympus	BX14	acoplado	a	una	cámara	
con	un	programa	de	análisis	de	imagen	(Image	ProPlus).	
	
Protocolo inmunofluorescencia  
	
Los	bazos	criopreservados	incluidos	en	OCT	se	cortaron	con	un	microtomo	en	secciones	
de	 10µm,	 se	 fijaron	 durante	 10	 min	 en	 acetona.	 Tras	 la	 rehidratación	 con	 PBS,	 las	
secciones	 se	 tiñeron	 con	 un	 anticuerpo	 primario	 anti-turboGFP	 (Thermo	 Fisher	
Scientific)	 y	 se	 revelaron	con	un	anticuerpo	anti-Rabbit	 IgG	Alexa	Fluor	594	 (Thermo	
Fisher	Scientific).	Las	imágenes	se	obtuvieron	con	un	microscopio	Zeiss	Axioplan	2	o	bien	
con	un	microscopio	confocal	Leica	TCS	SPE	y	se	adquirieron	con	una	cámara	de	imagen	
digital	Leica	DFC	350	FXR2.	
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Protocolo revelado con peroxidasa 
	
Se	añadieron	los	cristales	a	una	cubeta	con	el	inhibidor	de	la	peroxidasa	endógena	(7ml	
de	H2O2	en	250ml	de	etanol)	durante	10	min,	tras	los	cuales	se	lavaron	en	agua	destilada.	
Se	diluyó	el	anticuerpo	primario	en	una	solución	de	bloqueo	que	contenía	Tris-BSA	(1%),	
Tritón	1%,	y	suero	de	caballo.	Se	añadió	el	bloqueante	a	las	secciones	de	tejido	colocadas	
en	una	cámara	húmeda	y	se	dejaron	incubando	durante	1-2	h	a	temperatura	ambiente.	
A	continuación,	se	añadió	el	anticuerpo	primario	(anti-B220	y	anti-turboGFP,	Thermo	
Fisher	 Scientific)	 diluido	en	 la	 solución	bloqueante	 y	 se	 incubó	a	4⁰C	en	una	 cámara	
húmeda	y	en	oscuridad.	Posteriormente	se	lavó	tres	veces	durante	5	min	con	tampón	
Tris	y	se	añadió	el	anticuerpo	secundario	anti-Rabbit	o	bien	anti-Rat	de	Dako	Real	Link	
conjugado	con	biotina	(AB2,	Dako	REALTM	l	Detection	System	K5003),	durante	30	min	a	
temperatura	ambiente.	Se	lavó	tres	veces	durante	5	min	con	tampón	Tris,	se	añadió	la	
estreptavidina-peroxidasa	(Dako	REAL™	Detection	SystemPeroxidase/AEC	Streptavidin	
Peroxidase	(HRP)	K5003)	y	se	incubó	durante	15	min.	Se	lavó	tres	veces	durante	5	min	
con	tampón	Tris,	se	añadió	el	cromógeno	(DAB,	diaminobenzidina)	según	instrucciones	
del	fabricante	(Dako	REAL™	Detection	System	AEC	K5003)	y	se	dejó	revelando	durante	
10-15	min.	Se	lavó	con	tampón	Tris	durante	5	min	y,	a	continuación,	se	lavó	con	agua	
destilada	dos	veces	durante	5	min.	Los	núcleos	se	contratiñeron	con	hematoxilina	(Dako	
Hematoxylin	for	the	Dako	Autostainer	S3301,	Dako)	durante	1	min.	A	continuación,	se	
lavaron	 en	 agua	 corriente	 durante	 1	min	 y	 otro	minuto	más	 en	 agua	 destilada.	 Por	
último,	se	deshidrataron	las	secciones	y	se	procedió	a	su	montaje.	
	
Las	muestras	se	analizaron	mediante	un	sistema	de	análisis	de	imagen	compuesto	por	
un	microscopio	Olympus	BX14	acoplado	a	una	cámara	con	un	programa	de	análisis	de	
imagen	(Image	ProPlus).	
	
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para	 el	 análisis	 estadístico	 se	 utilizó	 el	 programa	GraphPad	 Prism	 Software	 (La	 jolla,	
California	USA,	www.graphpad.com).	Para	la	comparación	de	medias	se	utilizó	el	test	de	
la	t	student	o	el	test	no	paramétrico	U	de	Mann-Whitney.	Para	el	ajuste	de	regresión	
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lineal	se	usó	la	técnica	de	minimos	cuadrados	y	se	valoró	la	bondad	del	ajuste	con	el	
coeficiente	r.	Se	consideró	estadísticamente	significativo	un	valor	de	p	<0,05.	
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FUENTE DE CÉLULAS NZB-LLC 
	
Como	fuente	de	células	NZB-LLC	disponíamos	de	muestras	criopreservadas	de	células	
mononucleares	procedentes	de	bazo	y	 líquido	ascítico	de	ratones	NZB	(generación	2,	
Fig.	8(A)).	Los	individuos	de	la	generación	2	habían	sido	trasplantados	para	un	estudio	
previo		(Rebolleda	et	al.,	2016)	con	células	mononucleares	de	bazo	de	ratones	NZB	de	
edad	avanzada,	los	cuales	habían	desarrollado	enfermedad	linfoproliferativa	de	forma	
espontánea	(generación	1,	esquema	en	Fig.	8(A)).		Los	individuos	NZB	de	la	generación	
2	 desarrollaron	 enfermedad	 linfoproliferativa	 en	 un	 100%	 de	 los	 casos	 y	 de	 forma	
anticipada	respecto	a	la	que	se	da	en	la	cepa	de	forma	espontánea	(Fig.	8(B)).	
	
Fig.	 8.	 Origen	 de	 las	muestras	 de	 partida.	 (A)	 A	 partir	 de	 una	 suspensión	 de	 esplenocitos	 tumorales	
procedente	 de	 una	 mezcla	 de	 tres	 bazos	 de	 hembras	 NZB	 adultas	 con	 enfermedad	 espontánea,	 se	
realizaron	 trasplantes	 a	 individuos	 jóvenes	 singénicos	 (n=10;	 20	 x106	 células/individuo).	 (B)	 Curva	 de	
supervivencia	de	hembras	de	la	cepa	NZB	(n=42,	NZB	espontáneo)	(Festing	and	Blackmore,	1971)	frente	a	
la	de	los	 individuos	trasplantados	(Tx)	en	(A).	 (C)	Presencia	de	células	tumorales	(B220lo	CD5lo	 IgM+,	en	
azul)	 de	 individuos	 NZB	 con	 enfermedad	 espontánea	 y	 en	 individuos	 trasplantados,	 detectadas	 por	
citometría	de	flujo	en	las	muestras	indicadas.	
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La	 enfermedad	 resultante	 en	 los	 individuos	 trasplantados	 (generación	 2),	 como	 se	
puede	ver	en	la	figura	8,	mantenía	 las	características	ya	observadas	en	los	 individuos	
que	 habían	 desarrollado	 la	 enfermedad	 de	 forma	 espontánea	 (generación	 1),	
observándose	en	ambos	casos	una	clara	presencia	de	las	células	tumorales	(B220lo	IgM+	
CD5lo)	en	sangre,	bazo	y	líquido	ascítico.		
	
Como	parte	 del	 trabajo	 anterior,	 se	 había	 comprobado	que	 podíamos	 realizar	 como	
mínimo	tres	trasplantes	seriados	consecutivos	a	partir	de	células	recién	aisladas	de	bazo	
de	un	individuo	NZB	de	la	generación	2	(un	esquema	de	estos	trasplantes	puede	verse	
en	 la	 figura	 9).	 En	 la	 totalidad	 de	 los	 trasplantes	 realizados,	 observamos	 que	 la	
enfermedad	 se	 reproducía	 con	 un	 100%	 de	 eficiencia	 al	 utilizar	 muestras	 frescas	
procedentes	de	bazo	(el	resultado	del	total	de	los	trasplantes	en	cuanto	a	frecuencia	y	
grado	 de	 esplenomegalia	 aparece	 en	 la	 tabla	 2).	 Alternativamente,	 se	 realizaron	
trasplantes	 a	 partir	 de	 un	 bazo	 NZB	 de	 la	 generación	 3	 a	 tres	 individuos	 NZB	 de	 la	
generación	4	con	células	frescas	y	a	otros	dos	con	células	congeladas	(Fig.	9).		
	
Fig.	9.	Esquema	de	los	trasplantes	seriados	de	células	NZB-LLC.	Las	células	tumorales	B1	de	muestras	de	
bazo	(en	azul)	y	líquido	ascítico	(en	naranja)	procedentes	de	individuos	NZB	con	enfermedad	establecida	
se	trasplantaron	(20	x106	células/individuo)	de	forma	seriada	hasta	un	máximo	de	tres	veces	(S1,	S2	y	S3)	
a	individuos	singénicos	jóvenes	(n=número	de	individuos).	
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Estas	últimas	reprodujeron,	al	igual	que	las	frescas,	la	enfermedad	en	los	dos	individuos	
trasplantados,	con	la	única	diferencia	de	que	en	uno	de	ellos	el	grado	de	esplenomegalia	
era	 inferior.	A	partir	del	 individuo	NZB	de	la	generación	3	utilizado	para	el	trasplante	
seriado	a	 los	de	 la	generación	4,	 se	 realizó	 también	el	 trasplante	de	células	esta	vez	
procedentes	de	la	muestra	de	líquido	ascítico	a	otro	individuo	NZB	de	la	generación	4.	
En	este,	se	desarrolló	la	enfermedad	de	forma	similar	a	los	trasplantados	con	células	de	
bazo,	pero	en	un	trasplante	subsiguiente	de	líquido	ascítico	de	este	animal	a	otros	dos	
(NZB	generación	5),	la	esplenomegalia	solo	se	desarrolló	en	uno	de	ellos	(Tabla	2).		
	
Tabla	2.	Datos	de	trasplantes	seriados	de	esplenocitos	y	líquido	ascítico	a	
receptores	singénicos.	
ESPLENOCITOS	
Seriado	 Individuos	 Suspensión	celular	 Esplenomegalia	
Incidencia	 1Grado	
1	 10	 Esplenocitos	frescos	 10/10	 ***	
2	 4	 Esplenocitos	frescos	 4/4	 ***	
3	 3	 Esplenocitos	frescos	 3/3	 ***	
3	 2	 Esplenocitos	congelados	 2/2	 	**/***	
	 	 	 	 	 	
LÍQUIDO	ASCÍTICO	
Seriado	 Individuos	 Suspensión	celular	 Esplenomegalia	
	Incidencia	 1Grado	
1	 1	 Líquido	ascítico	fresco	 1/1	 ***	
2	 2	 Líquido	ascítico	fresco	 1/2	 **	
1Grado:	*=	<0,25	mg;	**=	0,25-0,5mg;	***=	>0,5	mg	
	
	
En	 vista	 de	 estos	 datos,	 los	 viales	 congelados	 de	 CMN	 procedentes	 de	 bazos	 de	
individuos	NZB	de	la	generación	2	parecían	constituir	una	buena	muestra	de	partida	para	
los	ensayos	iniciales	de	estandarización	del	método	de	obtención	de	líneas	de	células	
NZB-LLC	mediante	cultivo	celular,	y	para	su	infección	con	construcciones	lentivirales	que	
portaran	el	gen	de	la	luciferasa	como	trazador	(líneas	celulares	NZB-LLC	LV).		
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I) CULTIVO DE CÉLULAS NZB-LLC 
	
Cultivo de células tumorales NZB-LLC a corto plazo 
	
La	literatura	es	escasa	con	referencia	al	cultivo	de	células	NZB-LLC	a	largo	plazo,	salvo	la	
obtención	de	una	línea	espontánea	como	resultado	de	una	trasformación	Richter	y	por	
tanto	 de	 crecimiento	 autónomo	 en	 cultivo	 (Peng	 et	 al.,	 1994).	 Nuestra	 experiencia	
previa	en	cultivos	a	corto	plazo	de	linfocitos	primarios	de	LLC	humana	y	NZB-LLC	sobre	
fibroblastos	 (Rebolleda	 et	 al.,	 2016),	 indicaba	 que	 las	 células	 NZB-LLC	 entran	
rápidamente	en	apoptosis	de	forma	espontánea	cuando	se	cultivan	in	vitro	(Fig.	10(A)).	
Fig.	10.	La	presencia	de	células	feeder	rescata	a	las	
células	 NZB-LLC	 de	 la	 apoptosis	 espontánea	 en	
cultivo.	 Células	 mononucleares	 frescas	 y	
descongeladas	 procedentes	 de	 bazos	 NZB	 se	
cultivaron	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 una	
monocapa	de	fibroblastos	estromales	(feeder).	Se	
cuantificó	su	viabilidad	mediante	doble	tinción	con	
anexina	V/IP	por	citometría	de	flujo	a	0,	24	y	48h	
en	las	distintas	condiciones.	(A)	Promedio	y	DE	de	
la	 viabilidad	 de	 6	 muestras	 frescas	 y	 una	
descongelada	 en	 las	 distintas	 condiciones	 de	
cultivo.	(B)	 Imágenes	de	microscopía	invertida	de	
contraste	de	 fase	mostrando	 la	apariencia	de	 las	
células	 NZB-LLC	 a	 las	 2h	 de	 su	 siembra	 sobre	
fibroblastos	y	su	tamaño	y	complejidad	en	los	plots	
de	citometría	(en	rojo).	(C)	Muestra	representativa	
en	ausencia	de	feeder	valorando	células	viables	(en	
verde).		
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También	habíamos	observado	que,	como	sucede	con	la	LLC	humana,	el	cocultivo	con	
células	estromales	aumentaba	de	forma	notable	la	viabilidad	de	las	células	NZB-LLC	(Fig.	
10(A)).	
		
La	rápida	apoptosis	espontánea	que	sufren	estas	células	en	cultivo	se	intensificaba	de	
forma	notable	cuando	se	utilizaban	células	previamente	congeladas,	como	puede	verse	
en	la	figura	10.	En	las	CMN	de	bazo	descongeladas	vimos	una	menor	viabilidad	en	las	
primeras	horas	de	cultivo,	y	cómo	una	parte	de	la	apoptosis	inicial	no	podía	ser	rescatada	
por	el	cocultivo	con	fibroblastos	estromales.	En	base	a	estos	datos,	el	uso	de	una	línea	
estromal	resultaba	necesario	pero	no	suficiente	para	el	objetivo	de	nuestros	cultivos	de	
células	NZB-LLC.		
	
Por	ello,	había	que	encontrar	unas	condiciones	que	no	solo	permitieran	prolongar	 la	
viabilidad	de	las	células	in	vitro	durante	tiempos	significativamente	más	largos	que	los	
que	 habíamos	 visto	 anteriormente,	 sino	 que	 indujeran	 su	 proliferación.	 Con	 ello	 se	
compensaría	 el	 bajo	 número	 inicial	 de	 células	 debido	 a	 la	 gran	 pérdida	 por	 la	
descongelación,	a	la	que	se	sumaba	la	apoptosis	espontánea.	Por	tanto,	nos	dispusimos	
a	 comprobar	 si	 la	 presencia	 de	 estímulos	mitogénicos	 de	 linfocitos	 B1	 (LPS	 y	 PMA)	
mejoraba	 la	 recuperación	 de	 las	 células	 viables	 en	 nuestros	 cultivos	 tras	 la	
descongelación.	 En	 una	 muestra	 de	 CMN	 de	 bazo	 recién	 descongelada,	 con	 una	
viabilidad	 del	 67%,	 se	 ensayaron	 los	 estímulos	 mitogénicos	 LPS	 (2μg/ml)	 y	 PMA	
(200ng/ml)	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 la	 línea	 de	 fibroblastos	 estromales	 3T3.	 A	
distintos	tiempos	se	recogieron	las	células	de	los	pocillos	y	se	valoró	la	viabilidad	por	
doble	marcaje	anexina	V/IP	en	cada	una	de	las	condiciones.	Como	se	puede	observar	en	
la	figura	11(A),	tras	24	h	en	cultivo	la	viabilidad	inicial	de	la	muestra	descongelada	se	
había	 reducido	 hasta	 valores	 de	 viabilidad	 entre	 un	 5%	 y	 un	 14%	 en	 todas	 las	
condiciones.	En	ausencia	de	feeder,	tanto	el	LPS	como	el	PMA	inducían	solo	un	modesto	
aumento	de	la	viabilidad	a	24	h	respecto	al	control,	pero	a	pesar	de	la	presencia	de	los	
estímulos,	la	viabilidad	sufría	un	descenso	continuo	a	lo	largo	de	las	72	h	posteriores	a	
la	descongelación.	En	presencia	de	3T3,	el	PMA	no	mejoraba	la	viabilidad,	mientras	que	
el	LPS	sí	 lo	hacía	de	forma	notable	(40-50%	a	48	y	72	h).	De	forma	representativa	se	
ilustra	en	la	figura	11(B)	la	incorporación	de	anexina	V/IP	en	las	distintas	condiciones	de	
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estimulación	valoradas	a	las	48	h	de	la	descongelación.	La	combinación	de	LPS	con	la	
línea	estromal	parecía	la	única	condición	que	proporcionaba	un	rescate	apreciable	de	la	
apoptosis	en	las	células	tumorales	NZB-LLC	tras	su	descongelación.	Estos	resultados	nos	
confirman	 la	 necesidad	 del	 uso	 de	 monocapas	 de	 fibroblastos	 como	 feeder	 en	 los	
cultivos	de	células	NZB-LLC,	y	muestran	que	la	adición	de	LPS	mejora	notablemente	la	
viabilidad	en	las	primeras	72	horas.	
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Fig.	11.	Viabilidad	de	linfocitos	tumorales	NZB-LLC	en	presencia	de	distintos	estímulos	proliferativos.	
Se	 cultivaron	 células	 NZB-LLC	 descongeladas	 procedentes	 de	 bazo	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 los	
siguientes	estímulos:	LPS	(2μg/ml),	PMA	(200ng/ml)	y	3T3.	Se	valoró	la	viabilidad	a	24,	48	y	72	horas	con	
anexina	 V/IP.	 (A)	 Viabilidad	de	 las	 células	NZB-LLC	 tras	 la	 adición	de	distintos	 estímulos.	 (B)	Plots	 de	
citometría	mostrando	 la	tinción	con	anexina	V/IP	a	 las	48	horas	en	cultivo,	en	verde	se	muestran	 las	
células	viables.	
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Cultivo de células tumorales NZB-LLC a largo plazo 
	
Se	 ha	 descrito	 en	 la	 literatura	 que	 la	 activación	de	 linfocitos	 B	 humanos	 con	 células	
estimuladoras	que	expresan	CD40LG	en	presencia	de	IL-4	permite	su	expansión	a	largo	
plazo	(>1500	días)	(Wiesner	et	al.,	2008).	En	linfocitos	B	murinos	normales	procedentes	
de	bazo,	se	han	ensayado	sistemas	similares	(Ahmadi	et	al.,	2008;	Liebig	et	al.,	2010),	
pero	su	rendimiento	celular	neto	es	menor	y	el	tiempo	de	cultivo	no	tan	largo.	Aún	así,	
parecía	 que	 un	 sistema	 basado	 en	 la	 señal	 CD40LG	 e	 IL-4	 podría	 servir	 para	 el	
mantenimiento	 de	 células	NZB-LLC,	 ya	 que	 los	 linfocitos	 B1	 también	 responden	 a	 la	
señalización	CD40LG/IL-4	(Kaneko	et	al.,	1996).		
	
Puesto	 que	 nuestro	 objetivo	 era	 mantener	 los	 cultivos	 a	 largo	 plazo,	 ensayamos	 el	
comportamiento	 de	muestras	 de	 esplenocitos	 procedentes	 de	 individuos	 NZB	 de	 la	
generación	 2	 en	 presencia	 de	 una	 monocapa	 de	 fibroblastos	 murinos	 embrionarios	
NIH3T3	 modificada	 para	 la	 expresión	 estable	 de	 CD40LG	 humano	 (en	 adelante	
denominada	 3T3),	 y	 tratada	 con	 mitomicina	 C	 para	 evitar	 su	 proliferación	 (véase	
Fig.	12.	Activación	de	 células	NZB-LLC	por	CD40LG	e	 IL-4.	Células	mononucleares	procedentes	de	un	
bazo	NZB	se	cultivaron	sobre	fibroblastos	NIHT3T3-CD40LG	inactivados	con	mitomicina	C	y	en	presencia	
de	10ng/ml	de	IL-4.	Se	analizó	por	citometría	de	flujo	 la	expresión	del	marcador	de	activación	CD80	a	
tiempo	0	y	a	las	120h	de	cultivo	en	las	células	no	adherentes.	En	los	paneles	de	la	izquierda	se	muestran	
el	 tamaño	 y	 complejidad	 de	 las	 células	 señalando	 el	 porcentaje	 de	 células	 viables.	 En	 los	 paneles	
centrales	se	muestra	la	expresión	de	CD80	de	los	linfocitos	B	presentes	en	las	muestras.	En	el	panel	de	
la	derecha	se	señala	en	azul	como	se	han	identificado	los	linfocitos	B	mediante	tinción	con	anti-CD19	y	
anti-B220.			
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materiales	 y	métodos).	 Como	 se	muestra	 en	 la	 figura	 12,	 comprobamos	 que	 en	 los	
linfocitos	B	presentes	en	la	muestra	se	inducía	la	expresión	del	marcador	de	activación	
CD80.	 Este	 incremento	 indicaba	 que	 el	 CD40LG	 humano	 era	 capaz	 de	 activar	
correctamente	a	 las	células	NZB-LLC	murinas.	Además,	 la	viabilidad	de	 las	células	era	
comparable	a	la	obtenida	en	los	cocultivos	en	presencia	de	LPS,	por	lo	que	decidimos	
usar	el	sistema	CD40LG	e	IL-4	para	tratar	de	extender	en	el	tiempo	los	cocultivos.	Las	
muestras	 de	 partida	 eran	 heterogéneas	 y	 con	 un	 contenido	 de	 linfocitos	 NZB-LLC	
variable	 (42±27%)	 acompañados	 fundamentalmente	 de	 linfocitos	 T.	 Esto	 nos	 llevo	 a	
añadir	 Ciclosporina	 A	 en	 los	 cultivos	 para	 evitar	 la	 proliferación	 de	 linfocitos	 T	 y	
conseguir	un	enriquecimiento	en	las	células	NZB-LLC.		
	
Caracterización	del	cultivo	de	células	tumorales	NZB-LLC	a	largo	plazo	
	
En	 vista	 de	 estos	 resultados,	 decidimos	 comprobar	 hasta	 qué	 punto	 sería	 posible	
extender	en	el	tiempo	los	cultivos	de	células	NZB-LLC	procedentes	de	bazo.	Se	realizaron	
los	cultivos	en	presencia	de	3T3	e	IL-4	(10ng/ml).	Cada	4-7	días	las	células	no	adheridas	
se	 transferían	 a	 nuevas	 monocapas	 recién	 tratadas	 con	 mitomicina	 C	 siguiendo	 el	
procedimiento	y	el	esquema	descritos	en	materiales	y	métodos	(Fig.	3).	Durante	las	dos	
primeras	semanas	de	cultivo	se	añadía	Ciclosporina	A	(1μg/ml)	a	los	cultivos	para	evitar	
la	proliferación	de	linfocitos	T.	
	
Cuantificación	de	la	expansión	en	cultivo	de	las	células	NZB-LLC	
	
Para	 estimar	 el	 rendimiento	 en	 número	 de	 células,	 se	 recogieron	 muestras	
representativas	de	las	células	NZB-LLC	no	adherentes	a	distintos	tiempos	de	cultivo	y	se	
cuantificaron	 por	 citometría	 de	 flujo.	 Asumiendo	 homogeneidad	 entre	 las	 distintas	
réplicas	de	placas	a	un	tiempo	determinado,	se	estimó	el	número	total	de	células	a	ese	
tiempo	extrapolando	 la	cuantificación	de	una	placa	representativa.	El	 resultado	de	 la	
cuantificación	de	un	cultivo	con	el	 sistema	de	cocultivo	establecido	se	muestra	en	 la	
figura	13(A).	En	los	siete	primeros	días	de	cultivo,	el	crecimiento	en	el	número	total	de	
células	 era	 exponencial	 (obviando	 la	 pérdida	 inicial	 de	 viabilidad	 mencionada	
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previamente),	 tras	 esta	primera	expansión,	observábamos	un	 crecimiento	 lineal	más	
moderado	 y	 sostenido	 en	 el	 tiempo.	 El	 número	 de	 linfocitos	 T	 decrecía	 de	 forma	
continua	a	lo	largo	del	cultivo.	En	el	ejemplo	de	la	figura	13(A),	a	partir	de	una	muestra	
inicial	con	8	x105	de	linfocitos	B,	a	día	21	de	cultivo	se	llegaba	a	un	total	estimado	de	21	
x106	de	linfocitos	B,	con	sólo	un	0,9%	de	linfocitos	T.	El	número	inicial	de	células	totales	
se	multiplicaba	por	15	a	la	finalización	de	los	cultivos,	pero	la	cantidad	de	linfocitos	B	se	
multiplicaba	por	30	(Fig.	13(B)),	resultados	que	eran	comparables	a	los	publicados	para	
linfocitos	B	murinos	normales	(Ahmadi	et	al.,	2008;	Liebig	et	al.,	2010).	
	
El	patrón	general	de	crecimiento	se	reproducía	en	los	diferentes	cultivos	realizados,	con	
variaciones	en	la	magnitud	y	en	los	tiempos	de	expansión	tras	los	diferentes	pases,	y	por	
tanto	con	variación	en	el	rendimiento	neto	de	células	obtenidas,	e	influido	también	por	
el	número	inicial	de	células	viables	(muestras	frescas	vs	muestras	descongeladas,	figura	
13(B)).		
	
	
En	la	figura	14	se	muestran	imágenes	de	microscopía	de	la	evolución	desde	su	inicio	de	
un	cultivo	de	esplenocitos	representativo	procedente	de	un	individuo	NZB	enfermo.	En	
ellas	puede	apreciarse	 cómo	a	 lo	 largo	del	 cultivo,	 además	de	aumentar	 la	densidad	
Fig.	13	Capacidad	de	expansión	de	las	células	NZB-LLC	de	bazo	con	el	sistema	de	cocultivo	establecido.	
(A)	CMN	extraídas	de	un	bazo	se	cultivaron	durante	21	días	con	células	NIHT3T3-CD40LG	inactivadas	con	
mitomicina	C,	en	presencia	de	10ng/ml	de	IL-4	y	1μg/ml	de	CsA	durante	las	dos	primeras	semanas.	Se	
recogieron	 las	 células	 no	 adherentes	 a	 distintos	 tiempos	 y	 se	 cuantificaron	 por	 citometría	 de	 flujo	
utilizando	microesferas.	Los	linfocitos	B	y	T	se	identificaron	por	tinción	con	anti-CD45	anti-B220	y	anti-
CD3.	 (B)	 Se	muestra	el	 rendimiento	de	 la	expansión	de	células	NZB-LLC	en	una	muestra	fresca	y	otra	
descongelada	ambas	mantenidas	durante	un	mes	en	cultivo.	
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celular,	también	observábamos	cambios	en	el	tamaño	y	la	forma	de	las	células.	Como	
resultado	 del	 enriquecimiento	 en	 linfocitos	 B	 y	 su	 activación,	 con	 el	 tiempo,	 se	
observaban	células	de	mayor	tamaño,	mayor	heterogeneidad	y	mayor	adherencia.	
	
Caracterización	fenotípica	de	las	células	NZB-LLC	
	
Con	el	objetivo	de	confirmar	que	el	paso	por	cultivo	no	había	modificado	el	fenotipo	de	
las	 células	 tumorales	de	partida,	 caracterizamos	 fenotípicamente	 las	 células	NZB-LLC	
tras	un	periodo	en	cultivo.	La	muestra	a	elección,	era	una	muestra	que	llevaba	40	días	
en	cultivo	sobre	el	sistema	previamente	descrito.	Como	se	puede	observar	en	la	figura	
15,	 las	 células	 NZB-LLC	 cultivadas	 presentaban	marcadores	 de	 superficie	 propios	 de	
1 2 3
4a 4b 4c 4d
Fig.	 14.	 Esquema	 de	 la	 evolución	 de	 los	 cultivos	 de	 células	 NZB-LLC	 a	 largo	 plazo.	 Se	 muestran	
imágenes	 de	 microscopía	 invertida	 de	 contraste	 de	 fase	 tomadas	 en	 un	 cultivo	 representativo	 a	
distintos	 tiempos.	 Células	 NZB-LLC	 procedentes	 de	 bazo,	 al	 inicio	 del	 cultivo	 (1),	 transcurrida	 una	
semana	 (2)	 y	 a	 las	 dos	 semanas	 (3).	 Transcurrido	 un	 mes,	 los	 cultivos	 celulares	 NZB-LLC	 seguían	
proliferando	 de	 forma	 sostenida	 y	 con	 distintos	 grados	 de	 adherencia	 (4a),	 (4b),	 (4c).	 De	 forma	
esporádica	podían	aparecer	 clones	de	 células	3T3	 resistentes	al	 tratamiento	 con	mitomicina	C	que	
sobrecrecían	en	los	cultivos	(4d).		
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linfocitos	B1	 (B220,	 IgM,	CD5	 y	CD11b)	 (Fig.	 15(B))	 y	 semejantes	 a	 los	 de	 las	 células	
tumorales	presentes	en	la	muestra	de	esplenocitos	de	partida	(Fig.	15(A)).	
	
Sensibilidad	a	fármacos	de	las	células	NZB-LLC	cultivadas	
	
Previamente	habíamos	comprobado	en	nuestro	laboratorio	 la	actividad	citotóxica	del	
rotenoide	natural,	deguelina,	en	células	de	LLC	humana	(in	vitro)	y	en	el	modelo	de	NZB	
(in	 vitro	 e	 in	 vivo),	 por	 lo	que	decidimos	 comprobar	 si	 las	 células	NZB-LLC	 cultivadas	
mantenían	la	sensibilidad	a	dicho	fármaco.	Como	se	puede	ver	en	la	figura	16,	las	células	
NZB-LLC	cultivadas	a	lo	largo	de	150	días	eran	sensibles	a	deguelina,	reduciéndose	su	
viabilidad	al	aumentar	la	dosis	del	fármaco	(deguelina	10μM	y	100μM).	Al	igual	que	se	
había	 visto	 previamente	 en	 los	 linfocitos	 B1	 tumorales	 (primarios)	 (Rebolleda	 et	 al.,	
2016),	 en	 las	 células	NZB-LLC	 se	 observaba	 que	 para	 reducir	 la	 viabilidad	 al	 50%	 en	
presencia	de	la	feeder	era	necesario	usar	mayores	dosis	de	deguelina	(100	vs	10μM).	
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Fig.	15.	Fenotipo	de	células	tumorales	NZB-LLC	en	cultivo.	Marcaje	de	antígenos	de	superficie	en	una	
muestra	representativa	de	NZB-LLC	procedentes	de	bazo	en	el	momento	de	la	descongelación	(A)	y	tras	
40	días	de	cultivo	(B).	En	rojo	se	muestra	la	tinción	con	varios	anticuerpos	monoclonales	(IgM,	CD5,	CD45,	
CD80,	B220,	CD11b)	y	en	gris	su	control	de	isotipo	como	referencia.		
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Evolución	clonal	de	las	células	NZB-LLC	
	
Es	 característica	 de	 las	 células	 tumorales	 de	 NZB	 la	 expresión	 de	moléculas	 IgM	 en	
superficie,	 por	 lo	 que	 decidimos	 estudiar	 la	 variabilidad	 clonal	 analizando	 el	
reordenamiento	 de	 las	 cadenas	 pesadas	 presentes	 en	 las	 inmunoglobulinas	M.	 Para	
valorar	si	tras	el	cultivo	se	encontraban	representados	los	clones	tumorales	presentes	
en	el	tumor	original,	se	secuenciarion	las	secuencias	de	IgVH	en	las	IgM	de	las	células	
NZB-LLC	cultivadas	y	se	compararon	con	los	reordenamientos	presentes	en	la	muestra	
de	partida.	El	resultado	del	análisis	mostró	que	las	células	NZB-LLC	primarias	de	partida	
(procedentes	de	un	bazo	con	un	84%	de	linfocitos	B	tumorales)	tenían	una	composición	
oligoclonal,	con	5	reordenamientos	VDJ	funcionales	en	proporciones	parecidas:	clones	
A	 (V1S33*01/D-/J2*01),	 B	 (V1S34*01/D-/J4*01),	 C	 (V1-9*01/D2-2*01/J4*01),	 D	 (V1-
14*01/D2-2*01/J4*01)	y	E	(V11-1*01/D3-3*01/1*01)	(ver	Fig.	17).	Las	células	NZB-LLC	
procedentes	de	este	bazo,	tras	40	días	en	cultivo,	mantenían	la	mayoría	de	los	clones,	
pero	 se	 observaba	 un	 cambio	 en	 sus	 proporciones.	 El	 clon	 A,	 permanecía	 en	 una	
proporción	parecida	a	 la	del	bazo	original,	 los	clones	B,	C	y	D	se	encontraban	menos	
representados,	y	el	clon	E	no	se	detectaba.	Además,	aparecían	otros	reordenamientos	
funcionales	que	no	se	habían	encontrado	en	el	bazo	original.	Uno	de	ellos,	el	clon	F	(V3-
2*02/D4-1*01/J1*01),	en	una	proporción	1/3	del	 total;	y	otros	tres	reordenamientos	
escasamente	representados	(Fig.	17).	
	
Fig.	16.	Sensibilidad	a	deguelina	de	
las	 células	 tumorales	 NZB-LLC.	 En	
células	 NZB-LLC	 que	 llevaban	 150	
días	 en	 cultivo	 se	 valoró	 la	
citotoxicidad	 de	 la	 deguelina	 a	
distintas	dosis	(0,	10	y	100μM)	y	en	
presencia	 o	 ausencia	 de	 3T3.	 Se	
cuantificó	 la	 viabilidad	 a	 las	 24	
horas	 de	 tratamiento	 por	 tinción	
con	 anexina	 V/IP.	 Se	 muestra	 el	
primedio	y	DE	de	dos	muestras.		
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En	las	células	primarias	encontrábamos	que	la	mayoría	de	los	clones	(9/10)	expresaban	
genes	de	 la	 familia	VH1,	mientras	que	el	clon	E	expresaba	un	gen	de	 la	 familia	VH11	
(VH11-1*01)	(Fig.	17).	Ambas	familias	son	características	de	linfocitos	B1	(representadas	
en	un	45%	y	30%	de	esta	subpoblación	B	en	la	cepa	C57BL/6	(Prohaska	et	al.,	2018),	lo	
que	 concordaba	 con	 el	 tipo	 celular	 que	 da	 origen	 a	 esta	 neoplasia.	 En	 cultivo	 se	
mantenían	tres	de	los	clones	con	secuencias	VH1	y	se	convertía	en	predominante	el	clon	
que	expresa	VH3-2*02,	posiblemente	debido	a	la	presión	selectiva	del	cultivo.		
	
Modificaciones	en	el	sistema	de	cultivo	
	
Por	otra	parte,	quisimos	estudiar	el	comportamiento	de	las	muestras	de	líquido	ascítico	
en	 el	 sistema	 de	 cultivo	 estandarizado.	 A	 pesar	 de	 que	 en	 los	 trasplantes	 seriados	
realizados	 al	 inicio	 del	 trabajo,	 las	 muestras	 procedentes	 de	 líquido	 ascítico	 habían	
reproducido	la	esplenomegalia	en	menor	proporción	que	las	de	bazo,	la	gran	pureza	de	
linfocitos	B1	en	líquido	ascítico	suponía	una	ventaja	en	su	manejo	inicial.	Sin	embargo,	
NZB-LLC	primarias
NZB-LLC	cultivadas
A: V1S33*01/D-/J2*01	
B: V1S34*01/D-/J4*01
C:	V1-9*01/D2-2*01/J4*01
D: V1-14*01/D2-2*01/J4*01
E:	V11-1*01/D3-3*01/1*01
F:	V3-2*02/D4-1*01/J1*01
V7-3*04/D2-1*01/J3*01
V5-9-3*01/D2-4*01/J2*01
V7-3*04/D2-10*01/J2*01
Fig.	17.	Análisis	del	reordenamiento	IgVH	en	las	células	tumorales	NZB-LLC	tras	su	cultivo.	Segmentos	
variables	de	las	cadenas	pesadas	de	las	inmunoglobulinas	presentes	en	los	clones	secuenciados	a	partir	
de	linfocitos	tumorales	NZB	primarios	aislados	de	bazo	y	tras	40	días	en	cultivo	sobre	monocapas	de	
NIHT3T3-CD40LG	e	IL-4.	Resultados	obtenidos	utilizando	el	protocolo	1	de	materiales	y	métodos.	
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comprobamos	 que	 aunque	 en	 los	 primeros	 días	 de	 cultivo	 éstas	 presentaban	 un	
comportamiento	similar	y	una	viabilidad	incluso	superior	a	la	de	las	células	de	bazo,	a	
partir	de	la	primera	semana	su	viabilidad	descendía	de	forma	muy	importante	(Fig.	18).	
	
En	los	cultivos	iniciales	a	corto	plazo,	habíamos	observado	que	la	utilización	de	LPS	en	
combinación	 con	 la	monocapa	de	3T3	proporcionaba	una	 ventaja	 en	 viabilidad	a	 las	
células	NZB-LLC	en	cultivo.	Por	ello,	ensayamos	también	la	posibilidad	de	extender	en	el	
tiempo	estos	cultivos	utilizando	LPS	(2µg/ml)	en	sustitución	de	la	 IL-4.	A	pesar	de	 los	
buenos	 resultados	de	 la	adición	de	 LPS	en	 combinación	con	3T3	al	 inicio	del	 cultivo,	
observamos	que	la	adición	del	estímulo	producía	una	proliferación	acompañada	de	la	
muerte	de	una	gran	parte	de	las	células	al	realizarse	los	sucesivos	pases,	hecho	que	no	
observábamos	con	IL-4.	Esto	hacía	que	el	rendimiento	neto	no	fuera	significativamente	
superior,	y	de	cara	a	 la	 infección	con	 lentivirus	suponía	una	desventaja	 respecto	a	 la	
mayor	viabilidad	de	las	células	en	los	cultivos	con	IL-4,	que	se	mantenía	constante	a	lo	
largo	de	todo	el	cultivo	(Fig.	18,	muestras	de	bazo	en	el	sistema	CD40LG	e	IL-4).	Por	ello	
de	aquí	en	adelante	mantuvimos	como	estímulo	soluble	la	IL-4	en	nuestro	sistema	de	
cultivo.		
	
Limitaciones del sistema de cultivo de células NZB-LLC 
	
Los	cultivos	de	células	NZB-LLC	procedentes	de	bazo	en	el	sistema	CD40LG	e	IL-4	podían	
extenderse	al	menos	hasta	22	semanas	pero,	con	el	tiempo,	la	creciente	adherencia	de	
las	 células	NZB-LLC	 llegaba	a	 suponer	una	 limitación	muy	 importante,	dificultando	 la	
separación	de	las	células	estimuladoras	y	la	recuperación	de	las	células	interés	para	su	
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Fig.	 18.	 Las	 células	 NZB-LLC	
procedentes	 de	 bazo	 son	 más	
viables	 en	 cultivo	 que	 las	 de	
líquido	 ascítico.	 CMN	
procedentes	 de	 bazo	 (n=3)	 o	
líquido	ascítico	(n=1)	se	cultivaron	
sobre	fibroblastos	3T3	inactivados	
con	mitomicina	 C	 y	 en	 presencia	
de	 IL-4	 y	 CsA.	 Se	 muestra	 el	
promedio	 y	 DE	 de	 la	 viabilidad	
cuantificada	mediante	tinción	con	
anexina	V/IP	a	los	días	indicados.			
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uso	posterior,	como	se	ilustró	en	la	figura	14.	Las	suspensiones	celulares	que	se	obtenían	
a	 partir	 de	 los	 cultivos,	 eran	 difíciles	 de	 homogeneizar	 y	 las	 células	 estimuladoras	
arrastradas	eran	un	problema	tanto	para	los	análisis	por	citometría	de	flujo,	como	para	
el	 recuento	 celular	 (Fig.	 20).	 Además,	 con	 el	 tiempo	 de	 cultivo	 se	 incrementaba	 la	
probabilidad	 de	 aparición	 esporádica	 de	 células	 3T3	 resistentes	 a	mitomicina	 C	 (Fig.	
19(B))	(Chugh	et	al.,	2015),	y	arrastre	de	las	mismas	que	ocasionalmente	podían	llegar	a	
sobrecrecer	en	los	cultivos	(Fig.	19(A)).		
	
	
Por	otra	parte,	a	partir	del	mes	de	cultivo	la	identificación	fenotípica	de	las	células	de	
interés	 (NZB-LLC)	 se	 complicaba.	 Los	 parámetros	 de	 tamaño	 y	 complejidad	 celular,	
inicialmente	 muy	 distintos	 en	 ambos	 tipos	 celulares	 (NZB-LLC	 y	 3T3),	 se	 igualaban	
dificultando	 su	 distinción	 por	 citometría	 de	 flujo	 (Fig.	 20).	 El	 gran	 incremento	 en	
autofluorescencia,	en	ocasiones	hacía	muy	difícil	la	identificación	de	marcadores	de	baja	
Fig.	19.	Aparición	de	clones	NIH3T3-CD40LG	resistentes	al	tratamiento	con	mitomicina	en	los	cultivos.	
(A)	De	izquierda	a	derecha	imágenes	de	microscopía	invertida	de	contraste	de	fase	mostrando	la	línea	
NIHT3T3-CD40LG	 tras	 el	 tratamiento	 con	 mitomcina	 C,	 la	 aparición	 de	 un	 clon	 resistente	 y	 el	
sobrecrecimiento	 del	 clon	 resistente	 al	 tratamiento.	 (B)	 Histogramas	 de	 citometría	 mostrando	 la	
parada	en	 la	 fase	de	 síntesis	del	 ciclo	 celular,	 inducida	por	 el	 tratamiento	 con	mitomicina	C	 (panel	
derecho),	y	como	este	se	revierte	en	clones	resistentes	(panel	izquierdo).	
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intensidad	(Fig.	20(D)),	y	posteriormente	dificultaría	la	identificación	de	células	con	baja	
intensidad	de	GFP.	
Fig.	 20.	 Cambios	 en	 el	 tamaño,	 complejidad	 y	 fluorescencia	 de	 las	 células	 en	 cultivo.	 Plots	 de	
citometría	de	flujo	mostrando	el	tamaño,	la	complejidad	y	la	autofluorescencia	en	los	distintos	canales	
o	marcadores	 de	 superficie	 en	 las	 células	 seleccionadas	 en	 la	 región	 indicada	 en	 cada	 caso	 (R).	 Se	
muestran	 las	células	3T3	 sin	tratar	 (A)	o	tratadas	 con	mitomicina	(B),	y	 las	células	NZB-LLC	tras	una	
semana	en	cocultivo	sobre	monocapas	de	células	3T3	tratadas	con	mitomicina	C	(C)	o	transcurrido	un	
mes	 en	 el	 mismo	 sistema	 de	 cocultivo	 (D).	 Las	 suspensiones	 celulares	 de	 las	 condiciones	 C	 y	 D	 se	
marcaron	con	anti-B220,	anti-CD5,	anti-IgM	y	sus	correspondientes	controles	de	isotipo	para	identificar	
las	células	NZB-LLC	presentes	(señaladas	en	violeta).		
	
FL1-H FL1-H FL2-H
FL
2-
H
FL
3-
H
FL
3-
H
FL1-H FL1-H FL2-H
IgG2b	FITC IgG2b	FITC IgG2a	PE
IgG2b	FITC IgG2b	FITC IgG2a	PE
IgM FITC IgM FITC CD5	PE
FL
2-
H
FL
3-
H
FL
3-
H
IgG
2a
	P
E
IgG
2a
	P
ER
CP
IgG
2a
	P
ER
CP
IgG
2a
	P
E
IgG
2a
	P
ER
CP
IgG
2a
	P
ER
CP
CD
5	
PE
B2
20
	P
ER
CP
B2
20
	P
ER
CP
	 55	
En	 resumen,	 a	 partir	 de	 muestras	 de	 contenido	 celular	 heterogéneo	 conseguíamos	
mantener	en	cocultivo	a	los	linfocitos	B	NZB-LLC	en	presencia	de	una	señal	CD40LG	e	IL-
4,	aunque	el	rendimiento	neto	era	bajo.	Las	muestras	de	esplenocitos	recién	aislados	
eran	 las	 que	 mejor	 respondían	 en	 cultivos	 a	 medio	 plazo	 y	 el	 incremento	 de	 la	
adhesividad	y	la	autofluorescencia	limitaban	el	manejo	de	los	cultivos	a	muy	largo	plazo.	
Por	ello,	la	ventana	de	tiempo	que	parecía	óptima	para	reducir	los	problemas	derivados	
del	 cultivo	 a	 largo	 plazo,	 sería	 de	 4	 a	 8	 semanas.	 En	 este	 periodo	 se	 conseguía	 un	
crecimiento	 sostenido	 de	 las	 células	 NZB-LLC	 con	 una	 reducida	 adhesividad	 y	 en	
ausencia	de	linfocitos	T.	Por	tanto,	parecía	un	tiempo	adecuado	para	la	recuperación	de	
las	células	para	su	posterior	infección.		
	
II) INTEGRACIÓN ESTABLE DE UN GEN 
REPORTERO EN EL GENOMA DE CÉLULAS 
NZB-LLC  
	
Hasta	donde	conocemos,	en	la	literatura	solo	se	ha	descrito	la	infección	lentiviral	de	una	
línea	 NZB	 con	 trasformación	 Ritcher	 (Salerno	 et	 al.,	 2009)	 y	 de	 células	 tumorales	
primarias	NZB	mediante	la	infección	sistémica	in	vivo	(Kasar	et	al.,	2012).	En	ambos	casos	
la	eficiencia	en	la	incorporación	de	las	construcciones	control,	evaluada	a	las	24	horas	y	
a	la	semana	respectivamente,	era	muy	baja	y	concordaba	con	los	datos	conocidos	para	
linfocitos	 B	murinos	 sanos.	 Por	 ello,	 inicialmente	 quisimos	 comprobar	 si	 era	 posible	
obtener	 células	 NZB-LLC	 con	 expresión	 estable	 en	 el	 tiempo	 de	 un	 gen	 reportero	
mediante	la	infección	con	un	vector	lentiviral.	
	
Dado	que	el	objetivo	final	era	implementar	nuestro	modelo	NZB	para	el	seguimiento	de	
la	evolución	del	tumor	por	bioluminiscencia	in	vivo,	buscamos	infectar	las	células	NZB-
LLC	con	un	vector	lentiviral	que	portara	el	gen	de	la	luciferasa.	La	Dra.	Sanz	Alcober,	con	
amplia	experiencia	en	el	seguimiento	in	vivo	de	tumores	por	BLI,	nos	facilitó	el	vector	
lentiviral	 pRRL-LUC-IRES-GFP	 (Sanz	et	 al.,	 2008,	 nombrado	 LV	 (6)	 en	 la	 tabla	 3),	 que	
portaba	el	gen	de	la	luciferasa	(para	el	seguimiento	in	vivo)	y	el	gen	de	la	proteína	verde	
fluorescente	(para	el	seguimiento	in	vitro).	
	 56	
Se	ensayó	la	infección	de	células	NZB-LLC	que	provenían	de	cultivos	de	esplenocitos	de	
individuos	 NZB	 con	 enfermedad	 establecida,	 sobre	 células	 estimuladoras	 CD40LG	
positivas	y	en	presencia	de	IL-4	y	CsA,	como	se	ha	comentado	previamente.	Para	evitar	
la	infección	de	las	células	feeder	presentes	en	los	cocultivos,	las	células	NZB-LLC	a	los	2-
3	días	de	su	reestimulación	con	CD40LG/IL-4,	se	transferían	a	pocillos	sin	feeder	en	los	
que	se	añadían	las	partículas	lentivirales	LV	(6)	(tabla	3),	en	las	condiciones	descritas	en	
materiales	y	métodos.	Doce	horas	tras	la	infección,	y	una	vez	eliminado	el	excedente	de	
virus,	 las	 células	 NZB-LLC	 se	 transferían	 de	 nuevo	 sobre	 monocapas	 de	 3T3	 en	 las	
condiciones	de	cultivo	habituales.	
	
No	 tuvimos	 éxito	 tras	 varios	 intentos	 de	 infección	 de	 las	 células	 NZB-LLC	 con	 este	
lentivirus	LV	(6)	a	las	distintas	MOI	utilizadas.	A	continuación,	ensayamos	otros	virus	de	
los	 que	 disponíamos	 en	 el	 laboratorio,	 CopGFP	 Control	 Plasmid	 y	 pSIH1-H1-siLuc-
copGFP,	LV	(1)	y	LV	(2)	en	la	tabla	3,	que	aunque	no	tenían	la	construcción	de	interés	
(gen	de	la	luciferasa),	tenían	la	proteína	verde	fluorescente	que	nos	permitiría	valorar	el	
éxito	de	la	infección.	
	
 
Tabla	3.		Construcciones	 lentivirales	utilizadas
Construcción	 viral Nº Cápside Promotores Marcadores Resistencia Origen
CopGFP Control	Plasmid LV	(1) ND CMV1-copGFP copGFP2 Puromicina Santa	Cruz	Biotech.
pSIH1-H1-siLuc-copGFP LV	(2) VSV-G3 CMV-copGFP copGFP Systems Biosciences
LPVP403 LV	(3) VSV-G CMV-Fluc- 2A-GFP-RSV-Neo F	luciferasa4	 y	eGFP5 Neomicina AMSBIO
LPVP437 LV	(4) VSV-G EF1a6-FLuc-2A-GFP-RSV7-Neo F	luciferasa y	eGFP Neomicina AMSBIO
LPP-hLUC-Lv201 LV	(5) VSV-G CMV-hLuc –SV40-eGFP-Puro h	luciferasa8	 y	eGFP9 Puromicina Genecopoeia
pRRL-LUC-IRES-GFP LV	(6) VSV-G CMV-FLuc-EMCV10 IRES11-eGFP F	luciferasa y	eGFP (Sanz	et	al.,	2008)
BLIV510PA LV	(7) VSV-G CMV-FLuc-EF1a-Puro F	luciferasa Puromicina Systems Biosciences
BLIV713PA LV	(8) VSV-G MSCV12-FLuc-EF1a-copGFP-2A-Puro F	luciferasa y	copGFP Puromicina Systems Biosciences
pFUGW-Pol2-ffLuc2-eGFP LV	(9) VSV-G Pol213-FLuc/eGFP Fusión	Fluc/eGFP (Day	et	al.,	2009)
ND,	no	proporcionado	 por	el	fabricante
1Citomegalovirus;	2Proteina	verde	fluorescente	de	Pontellina plumata;	 3Virus	de	la	estomatitis,	pseudotipo G;	4Luciferasa	Photinus pyralis
5Proteina	verde	fluorescente	de	Aequorea victoria;	6Factor	de	elongación	1a;	7Virus	del	Sarcoma	Rous;	8Luciferasa	humanizada
9Coexpresión	 bicistrónica con	 el	gen	de	resistencia	a	puromicina;	10Virus	encefalomiocarditis;	11Elemento	interno	de	entrada	al	ribosoma;12Virus	
de células	madres	murinas;	 13RNA	polimerasa	II	murina.
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Infección de células NZB-LLC con vectores lentivirales 
portadores de GFP  
	
Ensayamos	 los	 dos	 vectores	 mencionados,	 LV	 (1)	 y	 LV	 (2)	 cuyas	 características	 se	
muestran	en	la	tabla	3.	El	primero,	LV	(1),	portaba	como	trazador	el	gen	la	proteína	verde	
fluorescente	 cop-GFP	 bajo	 el	 control	 del	 promotor	 de	 citomegalovirus	 (CMV)	 y	
desconocemos	 cuál	 es	 su	 cápside	 (el	 fabricante	 no	 proporciona	 datos	 acerca	 de	 la	
envuelta).	El	segundo,	LV	(2),	portaba	el	mismo	promotor	y	trazador	pero	en	este	caso	
con	 la	 envuelta	 del	 virus	 de	 la	 estomatitis	 (VSV-G).	 El	 promotor	 CMV,	 ampliamente	
utilizado,	 proporciona	 generalemente	 una	 alta	 expresión	 del	 transgén	 tras	 su	
integración.		
Fig.	21.	Células	NZB-LLC	tras	su	infección	con	lentivirus	portadores	de	GFP,	LV	(1)	y	LV	(2).	Las	células	
NZB-LLC	procedentes	de	bazo	se	cultivaron	en	presencia	de	3T3,	IL-4,	y	CsA.	Cuando	llevaban	más	de	un	
mes	en	cultivo	se	 infectaron	con	partículas	virales	(CMV-cop-GFP)	LV	(1)	o	LV	(2)	a	las	dosis	indicadas	
(MOI).	 	 (A)	Cuantificación	por	 citometría	de	flujo	del	porcentaje	de	 células	positivas	para	GFP	tras	 la	
infección	 a	 distintas	 MOI	 en	 muestras	 representativas	 de	 NZB-LLC	 y	 en	 la	 línea	 control	 3T3.	 	 (B)	
Histogramas	 de	 citometría	 de	 flujo	 mostrando	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 GFP	 (Intensidad	 de	
fluorescencia)	en	células	NZB-LLC	infectadas	con	los	virus	LV	(1)	y	LV	(2).	(C)	Niveles	de	expresión	de	GFP	
a	distintos	días	de	la	infección	con	LV	(1)	en	las	células	anteriores	y	expresados	como	el	cociente	de	la	
IMF	 en	 las	 células	GFP+	 frente	 a	 las	 GFP-	 (IMF	GFP/neg).	 (D)	 Imágenes	 de	microscopía	 invertida	 de	
fluorescencia	(20x)	en	muestras	representativas	tomadas	10	días	después	de	la	infección	con	LV	(1)	(MOI	
16,	paneles	superiores)	y	LV	(2)	(MOI	40,	paneles	inferiores).	Se	muestran	las	imágenes	en	campo	claro	
(paneles	izquierdos)	y	de	fluorescencia	(paneles	derechos).	
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Como	se	muestra	en	la	figura	21(A),	con	las	partículas	lentivirales	LV	(1)	conseguíamos	
infectar	 hasta	 un	 máximo	 del	 40%	 de	 las	 células	 NZB-LLC	 con	 cantidades	 de	 virus	
equivalentes	a	MOI	≥	5,	frente	al	100%	de	eficiencia	en	las	células	3T3	utilizadas	como	
control	 (con	 valores	 de	 MOI	 ≥	 2).	 Los	 niveles	 de	 expresión	 de	 GFP	 en	 las	 células	
infectadas	(expresados	como	el	cociente	de	la	intensidad	media	de	fluorescencia	de	las	
células	positivas	para	GFP	respecto	a	las	negativas	(IMF	GFP/neg))	crecían	con	la	MOI	
utilizada	como	se	puede	ver	en	la	figura	21(B)	y	oscilaban	en	cifras	entre	50	y	100	veces	
superiores	a	la	IMF	de	las	células	negativas.	Estos	valores	eran	2-3	veces	inferiores	a	los	
niveles	de	expresión	alcanzados	en	la	línea	control	(Fig.	21(C)).	
	
El	mantenimiento	en	cultivo	continuado	de	 las	células	 infectadas	durante	 los	60	días	
posteriores	a	la	infección	indicaba	que	la	expresión	se	mantenía	en	el	tiempo,	aunque	
con	una	caída	en	la	intensidad	por	célula	que	oscilaba	entre	un	40%	y	un	20%	del	valor	
inicial	(en	las	infecciones	con	MOI	1	y	MOI	5	respectivamente),	similar	a	la	que	sufrían	
las	células	control	en	el	mismo	periodo	(30%)	(Fig.	21(C)).		
	
En	 el	 caso	 de	 las	 partículas	 virales	 LV	 (2),	 cuando	 se	 utilizaban	MOI	 parecidas	 a	 las	
empleadas	 con	 LV	 (1)	 (<10),	 se	 obtenían	 eficiencias	 similares	 a	 este	 (Fig.	 21(A)).	 A	
diferencia	de	LV	(1),	con	LV	(2)	la	eficiencia	de	infección	aumentaba	con	la	MOI	hasta	
conseguir	eficiencias	cercanas	al	100%	utilizando	MOI	≥25,	(Fig.	21(A),	(B)	y	(D)).	Estos	
resultados	 indicaban	 que	 nuestro	 sistema	 de	 activación	 de	 células	 NZB-LLC	
proporcionaba	células	adecuadas	para	la	infección	por	lentivirus	con	la	envuelta	VSV-G.			
	
La	infección	lentiviral	no	modifica	sustancialmente	el	fenotipo	y	la	
sensibilidad	a	deguelina	de	células	NZB-LLC	
	
Para	poder	utilizar	las	células	modificadas	mediante	infección	lentiviral	en	posteriores	
estudios	preclínicos	era	importante	comprobar	que	la	integración	del	gen	reportero	en	
su	genoma	no	modificaba	sustancialmente	ni	su	fenotipo	ni	la	quimiosensibilidad.			
	
Se	 realizó	 la	 caracterización	 fenotípica	 de	 células	 NZB-LLC	 LV	 (1)	 que	 se	 habían	
mantenido	 en	 cultivo	 continuado	 durante	 los	 60	 días	 posteriores	 a	 la	 infección.	 Las	
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células	NZB-LLC	LV	(1)	conservaban	una	expresión	de	los	marcadores	CD5,	B220	y	CD11b	
similar	 a	 las	 de	 las	 células	 en	 cultivo	de	 las	 cuales	 provenían	 y	 característicos	 de	 las	
células	tumorales	primarias	NZB-LLC	(Figuras	15	y	22).	
	
En	las	células	NZB-LLC	LV	(1)	decidimos	ensayar	la	sensibilidad	al	rotenoide	deguelina.	
En	la	figura	23	se	muestra	que,	como	habíamos	descrito	previamente,	en	ausencia	de	
células	 feeder	una	dosis	 de	 10µM	de	deguelina	 era	 suficiente	para	 inducir	 una	 clara	
citotoxicidad	(cercana	al	50%)	en	células	NZB-LLC,	sin	embargo	en	presencia	de	feeder	
es	 necesaria	 una	 dosis	 superior	 (100µM)	 para	 alcanzar	 niveles	 de	 citotoxicidad	
comparables.	Este	patrón	se	conservaba	en	las	células	primarias	(Rebolleda	et	al.,	2016),	
tras	su	cultivo	in	vitro	(células	NZB-LLC)	y	tras	la	infección	por	lentivirus	(células	NZB-LLC	
LV	(1)).	
BA
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B220
CD11b
NZB-LLC	primarias
CD45
CD5
B220
CD11b
NZB-LLC	LV
Fig.	22.	Fenotipo	de	células	NZB-
LLC	 infectadas	 con	 el	 lentivirus	
portador	 de	 GFP,	 LV	 (1).	
Histogramas	 de	 citometría	 de	
flujo	mostrando	 la	expresión	 de	
marcadores	 de	 superficie	 (en	
rojo)	 de	 (B)	 una	 muestra	 de	
células	 NZB-LLC	 60	 días	 tras	 la	
infección	con	LV	(1)	 (NZB-LLC	 LV	
(1))	y	su	comparación	con	(A)	una	
muestra	de	bazo	procedente	de	
un	individuo	NZB	enfermo	(NZB-
LLC	primarias).	Se	representan	en	
gris	los	controles	de	isotipo.	
Fig.	23.	Sensibilidad	a	deguelina	en	células	infectadas	con	un	lentivirus	portador	de	GFP,	LV	(1).	Las	
células	NZB-LLC	y	NZB-LLC	LV	(1)	tras	150	días	en	cultivo	y	a	los	40	días	tras	la	infección	con	LV	(1)	se	
transfirieron	a	nuevos	pocillos	en	ausencia	o	presencia	de	3T3	y	cantidades	crecientes	de	la	deguelina	
(0-100μg/ml).	 A	 las	 24h	 se	 cuantificó	 la	 viabilidad	mediante	 la	 doble	 tinción	 con	 Anexina	 V/IP	 por	
citometría	de	flujo.	Se	representa	el	promedio	y	DE	de	la	viabilidad	de	dos	muestras	tratadas	con	las	
dosis	de	deguelina	indicadas.	
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Evolución	clonal	de	las	células	NZB-LLC	LV	
	
Se	estudiaron	los	clones	presentes	en	las	células	infectadas	mediante	la	secuenciación	
del	 reordenamiento	 de	 las	 cadenas	 pesadas	 de	 las	 inmunoglobulinas	 M	 (IgVH).	 Los	
resultados	 del	 estudio	 mostraron	 que	 las	 células	 infectadas	 con	 el	 lentivirus	 LV	 (1)	
presentaban	una	variedad	clonal	semejante	a	la	presente	en	el	bazo	de	partida.	El	clon	
F,	que	no	se	había	detectado	previamente	en	el	bazo	de	origen,	pero	sí	en	cultivo	(Fig.	
17),	se	convertía	en	el	clon	mayoritario	tras	la	infección	(Fig.	24).	Además,	se	mantenía	
la	presencia	en	menor	proporción	de	otros	tres	de	los	clones	(A,	B	y	C	en	la	figura	24)	
que	ya	estaban	presentes	en	el	bazo	original.		
	
	
	
	
Fig.	 24.	 Análisis	 de	 clonalidad	 en	 células	 infectadas	 con	 un	 lentivirus	 portador	 de	 GFP,	 LV	 (1).	
Segmentos	variables	en	las	cadenas	pesadas	de	las	inmunoglobulinas	M	(IgVH)	presentes	en	los	clones	
secuenciados	a	partir	de	células	NZB-LLC	a	los	60	días	tras	su	infección	con	LV	(1)	y	su	comparativa	con	
las	 células	 tumorales	 primarias	 presentes	 en	 el	 bazo	 de	 partida.	 Resultados	 obtenidos	 utilizando	 el	
protocolo	1	de	materiales	y	métodos.		
	
NZB-LLC	primarias
NZB-LLC	LV	(1)
A:	V1S33*01/D-/J2*01	
B: V1S34*01/D-/J4*01
C: V1-9*01/D2-2*01/J4*01
D: V1-14*01/D2-2*01/J4*01
E: V11-1*01/D3-3*01/1*01
F: V3-2*02/D4-1*01/J1*01
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En	su	conjunto	estos	datos	indicaban	que	la	infección	lentiviral	de	células	NZB-LLC	en	las	
condiciones	 de	 cultivo	 utilizadas	 era	 posible	 y	 proporcionaba	 células	 con	 expresión	
estable	de	GFP.	La	 infección	lentiviral	no	modificaba	ni	su	fenotipo,	ni	su	respuesta	a	
deguelina	y	en	 las	células	 infectadas	encontrábamos	representados	clones	tumorales	
presentes	en	la	muestra	de	partida.	Sin	embargo,	las	líneas	obtenidas	no	servían	para	su	
detección	in	vivo	mediante	BLI.	Por	tanto,	el	siguiente	paso	consistió	en	ensayar	distintas	
construcciones	lentivirales	portadoras	del	gen	de	la	luciferasa.	A	pesar	de	que	las	células	
GFP+	obtenidas	(NZB-LLC	LV	(1)	y	NZB-LLC	LV	(2))	no	cumplían	 las	características	que	
íbamos	buscando,	podrían	ser	de	utilidad	para	comprobar	el	comportamiento	in	vivo	de	
las	células	NZB-LLC	LV	(1)	tras	su	paso	por	cultivo	e	infección	lentiviral.	Los	resultados	de	
los	trasplantes	de	estas	células	a	individuos	NZB	se	exponen	en	el	tercer	apartado	de	
resultados.		
 
Infección de células NZB-LLC con vectores lentivirales 
portadores de luciferasa 
	
Una	vez	que	confirmamos	que	las	células	NZB-LLC	se	podían	infectar	con	lentivirus,	nos	
dispusimos	a	 realizar	 sucesivas	 infecciones	con	partículas	 lentivirales	que	portaran	el	
gen	de	 interés	(luciferasa).	Ensayamos	sin	éxito	varias	construcciones	 lentivirales	que	
portaban	el	gen	de	 interés:	 LPVP403	LV	 (3),	 LPVP437	LV	 (4)	y	 LPP-hLUC-Lv201	LV	 (5)	
(tabla	3).	Sin	embargo,	las	construcciones	lentivirales	BLIV510PA	LV	(7)	y	BLIV713PA	LV	
(8)	fueron	las	únicas	que	dieron	buenos	resultados	(ver	tabla	3).			
	
El	lentivirus	LV	(8),	portaba	de	forma	bicistrónica	los	genes	de	la	luciferasa	y	cop-GFP.	El	
lentivirus	LV	(7),	portaba	el	gen	de	la	luciferasa	pero	sin	trazador	fluorescente	para	su	
seguimiento	 in	 vitro.	 Ambas	 construcciones,	 LV	 (7)	 y	 LV	 (8),	 portaban	 un	 gen	 de	
resistencia	a	antibiótico	que	permitía	la	selección	de	las	células	infectadas.		
	
Las	infecciones	con	los	lentivirus	LV	(7)	y	LV	(8)	se	realizaron	partiendo	de	células	NZB-
LLC	activadas	como	se	ha	descrito	en	el	apartado	anterior	y	se	infectaron	en	las	mismas	
condiciones	descritas	utilizando	las	cantidades	de	virus	recomendadas	por	el	fabricante	
en	cada	caso.	Dado	que	las	células	NZB-LLC	infectadas	con	LV	(7)	y	LV	(8)	portaban	la	
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resistencia	 a	 puromicina,	 se	 cultivaron	 las	 células	 sobre	 monocapas	 de	 células	 3T3	
tratadas	 con	 mitomicina	 también	 resistentes	 al	 antibiótico	 (véase	 materiales	 y	
métodos).	La	ventaja	de	obtener	un	100%	de	células	infectadas	mediante	la	selección	
con	antibiótico	tenía	la	contrapartida	de	reducir	aún	más	el	rendimiento	celular	neto	de	
todo	el	proceso.	En	la	figura	25	se	muestra	la	cuantificación	celular	de	una	expansión	del	
cultivo	 de	 células	 NZB-LLC	 incluyendo	 el	 paso	 de	 infección	 lentiviral	 y	 selección	 con	
antibiótico	
	
Las	células	NZB-LLC	LV	(7)	(solo	portadoras	de	Luc)	eran	reconocibles	en	los	cocultivos	
por	 su	 expresión	 de	 CD45	 y	 CD19	 (Fig.	 26),	 mientras	 que	 en	 las	 NZB-LLC	 LV	 (8)	
(portadoras	de	Luc	y	GFP)	detectábamos	en	la	totalidad	de	las	células	CD45+CD19+	una	
alta	expresión	de	copGFP	con	valores	de	IMF	100	veces	superiores	a	los	de	células	que	
Fig.	25.	Esquema	mostrando	los	pasos	de	una	expansión	en	cultivo	e	infección	con	lentivirus.	Partiendo	
de	9	x106	de	CMN	de	bazo	viables	cultivados	sobre	3T3	e	IL-4	durante	35	días,	se	obtuvieron	un	total	de	
11	x106	de	células	NZB-LLC	y	4	x106	de	células	NZB-LLC	LV.	A	los	28	y	35	días	se	recogieron	muestras	del	
cultivo	para	su	recuento	celular.		En	rojo	se	indica	una	placa	en	la	que	un	clon	resistente	a	mitomicina	
había	 sobrecrecido	 en	 el	 cultivo	 y	 fue	 desechada	 (B).	 También	 en	 rojo	 se	 indica	 el	 recuento	 celular	
estimado	para	esta	placa.		A	día	14	se	realizó	la	infección	de	0,6	x106	células	con	LV	(7)	(en	azul)	y	0,6	
x106	células	con	LV	(8)	(en	verde).	A	día	17	se	añadió	el	antibiótico	de	selección	a	las	muestras	infectadas.	
Se	indica	el	recuento	desglosado	de	las	células	recuperadas	en	las	distintas	fases	del	proceso.	En	el	caso	
que	el	número	de	placas	no	coincide	con	las	representadas	en	el	esquema	se	añade	una	“x”	indicando	
el	número	de	placas	en	esa	condición.		
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eran	negativas	para	GFP	(NZB-LLC	LV	(7))	(Fig.	26)	y	comparable	a	los	obtenidos	con	el	
virus	LV	(1).		
	
	
Infección de células NZB-LLC con un vector lentiviral 
portador de una fusión Luc/GFP 
	
La	última	construcción	 lentiviral	empleada	 fue	el	 lentivirus	pFUGW-Pol2-ffLuc2-eGFP,	
(LV	 (9)	 en	 tabla	 3).	 Las	 razones	para	 su	uso	 se	describen	más	 adelante	 (en	 el	 tercer	
apartado	de	resultados)	y	tienen	que	ver	con	el	resultado	obtenido	del	trasplante	de	las	
células	NZB-LLC	infectadas	con	los	lentivirus	LV	(7)	y	LV	(8).	La	característica	fundamental	
que	 buscábamos	 en	 el	 LV	 (9)	 era	 la	 estabilidad	 a	 largo	 plazo	 de	 la	 expresión	 de	 los	
transgenes.	El	uso	del	lentivirus	LV	(9)	(Day	et	al.,	2009)	se	había	descrito	en	un	modelo	
murino	de	melanoma,	en	el	que	la	expresión	se	mantenía	estable	tras	varios	trasplantes	
seriados.	Por	lo	tanto,	decidimos	ensayar	este	vector	lentiviral	en	nuestro	tipo	celular.	
El	lentivirus	LV	(9)	(tabla	3)	portaba	los	genes	GFP	y	luciferasa	en	forma	de	proteína	de	
fusión.	Una	ventaja	del	uso	de	ambos	genes	reporteros	en	forma	de	proteína	fusión	es	
la	estrecha	correlación	entre	las	señales	de	luminiscencia	y	fluorescencia.	Inicialmente	
comprobamos	 que	 esta	 construcción	 lentiviral	 era	 capaz	 de	 infectar	 linfocitos	 B	
utilizando	la	línea	de	LLC	humana	MEC-1.	Para	confirmar	la	correlación	de	las	señales	de	
NZB-LLC	LV	(7)
Ev
en
to
s
CD19
CD
45
GFP
NZB-LLC	LV	(8) Fig.	26.	Niveles	 de	expresión	 de	GFP	
en	células	NZB-LLC	infectadas	con	los	
lentivirus	LV	(7)	y	LV	(8).	Células	NZB-
LLC	procedentes	de	bazo	se	cultivaron	
en	presencia	de	3T3	e	IL-4.	A	los	14	días	
se	 infectaron	con	partículas	virales	LV	
(7)	a	una	MOI	7	y	LV	(8)	a	una	MOI	4.		
Histogramas	 de	 citometría	 de	 flujo	
mostrando	los	niveles	de	expresión	de	
GFP	 de	 las	 células	 NZB-LLC	 LV	 (8)	
respecto	a	los	de	las	células	NZB-LLC	LV	
(7)	 usadas	 como	 control	 (paneles	
superiores).	 La	 expresión	 de	 CD45	 y	
CD19	 de	 las	 mismas	 muestras	 se	
recogen	 en	 los	 paneles	 inferiores	 (en	
rojo).	
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luminiscencia	 y	 fluorescencia,	 se	 utilizaron	 dos	 subpoblaciones	 de	 células	 MEC-1	
infectadas	 con	 LV	 (9)	 (previamente	obtenidas	por	 sorting)	 que	presentaban	distintas	
intensidades	de	GFP.	En	ellas	se	midió	la	luminiscencia	y	como	se	muestra	en	la	figura	
27,	encontramos	una	buena	correlación	de	ambas	señales	(r=0.88;	p=0.06	para	10000	
células	y	r=0.97;	p=0.01	para	2000	células).		
	
Como	en	ocasiones	anteriores,	 tres	muestras	de	células	NZB-LLC	se	 infectaron	en	 las	
mismas	condiciones	ya	descritas	y	utilizando	10µl	de	un	sobrenadante	del	virus	LV	(9)	
con	un	título	1	x108	UT/ml	por	cada	10000	células	(ver	materiales	y	métodos).	Como	se	
muestra	en	la	figura	28(A),	obteníamos	una	eficiencia	de	infección	que	oscilaba	entre	el	
10%	y	el	60%	en	las	distintas	muestras	NZB-LLC,	frente	al	78%	en	la	línea	3T3	y	al	20%	
en	 la	 línea	MEC-1,	 estas	 dos	 últimas	 utilizadas	 como	 control.	 En	 la	 figura	 28(B),	 se	
muestra	la	expresión	de	GFP	en	las	células	infectadas	NZB-LLC	LV	(9)	comparada	con	la	
de	 células	no	 infectadas	NZB-LLC,	 así	 como	el	 valor	de	 luminiscencia	 cuantificado	en	
50000	 células.	 La	 intensidad	 de	 fluorescencia	 de	 GFP	 que	 se	 conseguía	 con	 esta	
construcción	era	aproximadamente	la	mitad	de	la	de	las	células	infectadas	con	LV	(1)	
tanto	 en	 la	 línea	 3T3	 como	en	 las	 células	NZB-LLC.	 Cuando	 se	mantenían	 las	 células	
infectadas	en	cultivo	a	lo	largo	de	40	días	se	observaba	una	caída	de	la	intensidad	de	
fluorescencia	del	40%	en	la	línea	3T3;	pero	tanto	en	la	línea	MEC-1	como	en	las	células	
NZB-LLC	se	mantenían	valores	similares	a	los	iniciales	(Fig.	28(C)).		
	
 
	
Fig.	27.	Correlación	de	las	señales	de	
fluorescencia	 y	 luminiscencia	 en	
células	 infectadas	 con	 un	 lentivirus	
portador	de	la	fusión	Luc/GFP,	LV	(9).	
Se	muestra	 la	 correlación	de	 la	 señal	
de	 bioluminiscencia	 proporcionada	
por	2000	ó	10000	células	MEC-1	LV	(9)	
procedentes	 de	 las	 subpoblaciones	
obtenidas	 previamente	 por	 sorting	
con	distintas	intensidades	de	GFP.		
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Limitaciones tras la infección de células NZB-LLC 
	
Como	 se	 comentó	 anteriormente,	 las	 células	 NZB-LLC	 tras	 2-3	 días	 en	 cocultivo	 con	
estimulación	CD40LG	e	IL-4	se	transferían	a	pocillos	sin	feeder	para	la	infección	lentiviral.	
Lo	deseable	era	 infectar	únicamente	 las	células	de	 interés	 (NZB-LLC),	no	obstante,	 la	
adherencia	de	estas	células	con	la	feeder	dificultaba	su	separación	y	en	ocasiones	podían	
arrastrarse	 algunas	 células	 3T3	 tratadas	 con	 mitomicina	 al	 pocillo	 de	 infección.	 Las	
células	3T3	arrastradas	se	infectaban	al	 igual	que	lo	hacían	las	células	de	interés	(Fig.	
29).		
	
	
Fig.	28.	Células	NZB-LLC	tras	su	infección	con	un	lentivirus	portador	de	la	fusión	Luc/GFP,	LV	(9).	Células	
NZB-LLC	procedentes	de	bazo	se	cultivaron	en	presencia	de	3T3	e	IL-4.	A	los	14	días	se	infectaron	con	
partículas	lentivirales	LV	(9).	(A)	Cuantificación	por	citometría	de	flujo	del	porcentaje	de	células	positivas	
para	GFP	tras	la	infección	con	LV	(9)	en	tres	muestras	NZB-LLC	y	distintas	líneas	control:	3T3,	MEC-1.	Las	
dosis	utilizadas	en	cada	caso	se	expresan	como	µl	de	un	sobrenadante	con	un	título	de	1	x108	UT/ml	
para	 10000	 células.	 (B)	 A	 la	 izquierda	 los	 histogramas	 de	 citometría	 de	 flujo	 indican	 los	 niveles	 de	
expresión	de	GFP	en	las	células	B220+	10	días	tras	la	infección	(NZB-LLC	LV	(9))	comparados	con	los	de	
células	no	infectadas	(NZB-LLC).		A	la	derecha	se	muestra	la	expresión	de	B220	en	las	células	infectadas	
(señaladas	en	verde	en	el	plot)	y	su	valor	de	luminiscencia.	(C)	Niveles	de	expresión	de	GFP	a	distintos	
días	 tras	 la	 infección	 con	 LV	 (9)	 en	 las	muestras	 NZB-LLC,	 en	 3T3,	 en	MEC-1	 y	 expresados	 como	 el	
cociente	de	la	intensidad	media	de	fluorescencia	en	las	células	GFP+	frente	a	las	GFP-	(IMF	GFP/neg).	
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Como	vimos	anteriormente	(Fig.	14),	la	evolución	en	el	tiempo	de	los	cultivos	de	células	
NZB-LLC	 conllevaba	 un	 cambio	 en	 el	 tamaño,	 la	 forma,	 la	 adherencia	 y	 la	
autofluorescencia	de	las	células	tumorales.	Adicionalmente	a	las	complicaciones	en	el	
manejo	de	las	células	NZB-LLC	para	su	estudio	 in	vitro	(recuento	celular	y	análisis	por	
citometría	de	flujo),	se	sumaban	otras	nuevas	al	trabajar	con	células	infectadas.	Como	
ya	anticipábamos	previamente,	el	aumento	de	autofluorescencia	en	las	células	NZB-LLC	
en	 cultivo	 (Fig.	 30(A))	 complicaba	 la	 interpretación	 de	 las	 señales	 en	 el	 canal	 1	 de	
fluorescencia	(FL-1)	del	citómetro,	canal	usado	para	el	seguimiento	de	GFP.	En	la	figura	
30(B)	se	muestran	dos	ejemplos	representativos	que	ilustran	los	cambios	en	tamaño,	
forma	y	autoflorescencia	que	se	observan	en	cultivos	provenientes	de	la	misma	muestra	
original	y	tras	el	mismo	tiempo	en	cultivo.	En	las	células	NZB-LLC	de	menor	tamaño	y	
adherencia	(paneles	superiores	en	la	figura	30(B))	cuya	autoflorescencia	tenía	una	baja	
IMF	 en	 FL-1,	 era	 posible	 una	 interpretación	 correcta	 de	 la	 positividad	 para	 GFP.	 Sin	
embargo,	 las	células	con	mayor	 tamaño	y	adherencia	 (paneles	 inferiores	en	 la	 figura	
30(B)),	presentaban	una	autoflorescencia	alta	y	en	ellas	la	distinción	de	las	células	LV+	
con	una	baja	IMF	para	GFP	era	difícil	(como	es	el	caso	de	las	células	infectadas	con	LV	
(9)).	La	interpretación	conjunta	de	IMF	para	GFP	frente	a	luminiscencia	(Fig.	30(B))	de	
las	dos	muestras	NZB-LLC	LV	 infectadas	con	 la	misma	construcción	(LV	(9))	 (réplicas),	
Fig.	29.	 Imagen	de	microscopía	de	 fluorescencia	 (20x)	
de	 células	 3T3	 infectadas	 (flecha)	 durante	 el	
procedimiento	 de	 infección	 lentiviral	 de	 células	 NZB-
LLC.		
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muestra	 una	 infravaloración	 de	 GFP	 de	 la	 muestra	 representada	 en	 los	 paneles	
inferiores	frente	a	la	de	los	paneles	superiores.	La	luminiscencia	observada	para	50000	
células	 en	 ambas	 muestras	 es	 de	 3723	 y	 6015	 fotón/sg	 respectivamente;	 no	
coincidiendo	con	la	proporción	de	células	GFP+	valoradas	por	citometría	(Fig.	30(B)).	
A 
B 
50.000	células
3723	fotón/sg
59,96%	GFP+
IMF	17,76
Lumin/GFPNZB-LLC
50.000	células
6015	fotón/sg
18,20%	GFP+
IMF	8,05
NZB-LLC	LV
Fig.	 30.	 La	 autofluorescencia	 limita	 la	 detección	 de	 GFP	 en	 las	 células	 infectadas.	 (A)	 Imagen	 de	
microscopía	invertida	de	fluorescencia	(20x)	de	células	NZB-LLC	LV	(9)	infectadas	(paneles	inferiores)	y	
no	infectadas	(paneles	superiores).	Se	muestran	las	imágenes	en	campo	claro	(paneles	de	la	izquierda)	
y	fluorescencia	(paneles	de	la	derecha)	de	cultivos	de	las	células	descritas.	(B)	Los	histogramas	muestran	
la	expresión	de	GFP	en	dos	muestras	(réplicas)	de	células	infectadas	NZB-LLC	LV	(9)	(paneles	centrales	
derechos)	y	la	de	sus	controles	no	infectados	NZB-LLC	(paneles	centrales	izquierdos).	Las	imágenes	de	
microscopía	invertida	y	contraste	de	fase	(20x)	corresponden	a	los	cultivos	de	los	que	procede	cada	una	
de	las	muestras	analizadas	(paneles	de	la	izquierda).	También	se	indican	los	valores	de	luminiscencia	y	
GFP	(en	los	paneles	de	la	derecha):	bioluminiscencia	correspondiente	a	50000	células	y	el	%	de	GFP	e	
intensidad	 media	 de	 fluorescencia	 (expresado	 como	 IMF	 GFP/neg)	 de	 cada	 una	 de	 las	 muestras	
infectadas.	
	
	 68	
Con	estos	resultados	podemos	confirmar	que	la	autofluorescencia	de	las	células	NZB-
LLC	LV	nos	lleva	a	una	infravaloración	del	porcentaje	de	células	GFP+	por	citometría	de	
flujo.	
III) TRASPLANTE DE CÉLULAS NZB-LLC  
	
A	continuación	se	describe	el	resultado	de	los	trasplantes	realizados	con	células	NZB-LLC	
infectadas	con	los	lentivirus	LV	(1),	LV	(7),	LV	(8)	y	LV	(9)	(tabla	3)	descritos	en	el	apartado	
anterior.	
	
Trasplante de células NZB-LLC con expresión de GFP a 
individuos NZB  
	
Las	células	NZB-LLC	LV	(1)	con	expresión	de	GFP,	pero	no	de	luciferasa,	no	nos	permitían	
su	seguimiento	in	vivo	por	BLI.	Sin	embargo,	el	trasplante	de	estas	células	nos	aportaría	
información	 útil	 acerca	 del	 comportamiento	 in	 vivo	 de	 las	 células	 NZB-LLC	 tras	 un	
periodo	en	cultivo	e	infección	lentiviral.		
	
La	máxima	eficiencia	obtenida	en	las	infecciones	realizadas	con	el	lentivirus	LV	(1)	era	
del	 40%,	por	 lo	que	 se	obtenían	mezclas	de	 células	 infectadas	 (NZB-LLC	 LV	 (1))	 y	no	
infectadas	(NZB-LLC).	El	bajo	número	de	células	obtenido	tras	la	infección,	no	permitía	
la	 purificación	 de	 las	 células	 NZB-LLC	 LV	 (1)	 por	 sorting.	 Por	 ello,	 se	 trasplantaron	
proporciones	variables	de	células	infectadas	vs	no	infectadas	con	el	fin	de	aumentar	el	
número	total	de	células	trasplantadas	(tabla	4).	Sin	embargo,	estos	números	estaban	
notablemente	por	debajo	del	número	de	células	trasplantadas	en	trabajos	previos.	Aún	
así,	el	trasplante	de	una	mezcla	de	células,	nos	permitiría	comparar	el	comportamiento	
in	vivo	de	células	infectadas	frente	a	no	infectadas.	
Tabla	4.	Trasplante	de	células	NZB-LLC	LV	(1)	a	receptores	NZB	jóvenes	
		
Nº	individuos	 Nº	células	trasplantadas	 %	GFP+	 IMF	GFP+		
Individuos	1	 2	 2	x106	 5	 25	
Individuos	2	 2	 0,6	x106	 50	 35	
Individuos	3	 2	 0,6	x106	 50	 100	
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Se	trasplantaron	por	vía	intraperitoneal	un	total	de	seis	individuos	de	4-6	semanas	de	
edad,	con	tres	suspensiones	celulares	(con	dos	réplicas	de	cada	muestra),	que	diferían	
en	la	IMF	para	GFP	con	valores	de	25,	35	y	100	(tabla	4).		
A	los	cinco	meses	posteriores	al	trasplante	observamos	una	caída	de	peso	llamativa	en	
uno	 de	 los	 individuos	 trasplantados,	 por	 lo	 que	 decidimos	 sacrificar	 de	 forma	
programada	a	tres	de	los	seis	individuos	(uno	de	cada	réplica),	con	el	objetivo	de	valorar	
el	prendimiento	de	las	células	trasplantadas.	El	resto	de	los	individuos	se	dejaron	hasta	
el	 cumplimiento	 de	 criterios	 de	 punto	 final,	 para	 poder	 valorar	 la	 evolución	 de	 la	
enfermedad.	 Los	 criterios	 utilizados	 para	 la	 valoración	 del	 prendimiento	 de	 los	
trasplantes	fueron:	enfermedad	macroscópica,	seguimiento	de	GFP	por	citometría	de	
flujo	 y	 por	 tinciones	 en	 cortes	 histológicos,	 junto	 con	 el	 seguimiento	 de	 los	 clones	
identificados	por	secuenciación	de	las	cadenas	pesadas	de	las	inmunoglobulinas	en	las	
muestras	parentales.	
Los	individuos	sacrificados	de	forma	programada	a	los	seis	meses	de	edad	(1B,	2B	y	3B	
en	la	tabla	5)	presentaban	unos	criterios	macroscópicos	compatibles	con	enfermedad	
linfoproliferativa:	 moderada	 esplenomegalia,	 ganglios	 hipertróficos	 y	 mesenterio	
inflamado	(tabla	5).			
Tabla	5.	Hallazgos	en	la	necropsia	de	individuos	trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(1)	
		
Edad	a	
sacrificio	
(meses)	
Motivo	de	sacrificio	 Hallazgos	necropsia	
Esplenomegalia	 %	células	
tumorales	
en	2CMN	
	peso	
(mg)	
1Grado	
Individuo	
1A	 7	 Criterios	punto	final	 Ganglio	inguinal	 300	 **	 28	
Individuo	
1B	 6	 Muerte	programada	 Mesenterio	engrosado	 300	 **	 26	
Individuo	
2A	 10	 Criterios	punto	final	 Glomerulonefritis	 1200	 ***	 7	
Individuo	
2B	 6	 Muerte	programada	 Ganglios	inguinales	 300	 **	 22	
	
Individuo	
3A	
10	 Criterios	punto	final	 Glomerulonefritis	 800	 ***	 27	
Individuo	
3B	 6	 Muerte	programada	
Hígado	friable,	
mesenterio	engrosado	 500	 **	 24	
1Grado:	*=	<0,25	mg;	**=	0,25-0,5mg;	***=	>0,5	mg	
2Células	mononucleares	de	bazo	
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Buscando	una	valoración	más	precisa	del	prendimiento	que	los	criterios	macroscópicos,	
analizamos	por	citometría	de	flujo	las	muestras	de	sangre,	bazo	y	líquido	ascítico,	siendo	
estas	 tres	 localizaciones	 aquellas	 en	 las	 que	 más	 abundan	 las	 células	 tumorales	 en	
situación	de	enfermedad.	Se	analizó	la	presencia	de	células	B1	tumorales	(IgM+	CD5lo	
B220lo)	positivas	para	GFP,	como	se	muestra	en	la	figura	31(A).	Se	detectaban	células	
GFP+	en	todas	las	muestras	analizadas,	y	éstas	presentaban	un	fenotipo	tumoral.	En	los	
histogramas	mostrados,	se	aprecia	una	caída	de	la	IMF	de	GFP	respecto	a	la	presente	en	
la	muestra	pretrasplante	(Fig.	21(B)).	Este	fenómeno	se	observaba	en	la	totalidad	de	las	
muestras	analizadas,	presentando	valores	de	IMF	entre	2	y	3,	independientemente	de	
la	 IMF	para	GFP	de	 partida	 (tabla	 4).	 Como	 se	 puede	observar	 en	 la	 figura	 31(B),	 la	
proporción	de	linfocitos	B	totales	y	linfocitos	de	fenotipo	B1,	referido	al	total	de	CMN	
en	 sangre	 y	 líquido	 ascítico,	 era	 comparable	 a	 la	 de	 un	 control	 de	 la	 generación	 2	
trasplantado	con	enfermedad	establecida	y	sacrificado	a	una	edad	comparable.	Por	el	
contrario,	la	presencia	de	células	tumorales	en	el	bazo,	a	pesar	de	ser	abundante,	era	
inferior	 a	 la	 del	 control.	 En	 cuanto	 a	 la	 relación	 entre	 las	 células	 infectadas	 y	 las	 no	
infectadas,	observamos	que	en	el	 individuo	1B	 la	proporción	de	 linfocitos	B	positivos	
para	GFP	presentes	en	las	distintas	muestras	(Fig.	31(B))	era	similar	a	la	de	las	células	
trasplantadas	 (5%	GFP+,	 tabla	4).	En	 los	 individuos	2B	y	3B	esta	proporción	era	muy	
inferior	a	la	de	las	células	trasplantadas	(50%	GFP+,	tabla	4),	tanto	en	líquido	ascítico	
(10%	y	12%,	respectivamente)	como	en	el	bazo	(13%	y	11%)	(Fig.	31(B)).	
La	presencia	de	células	GFP+	en	todas	las	muestras	analizadas	(Fig.	31(B))	indicaba	que	
las	células	NZB-LLC	LV	(1)	habían	sido	capaces	de	establecerse	y	proliferar	en	los	órganos	
donde	se	encuentran	de	forma	natural	las	células	tumorales.	Sin	embargo,	los	análisis	
de	las	muestras	eran	complejos	y	nos	dejaban	ciertas	dudas	ya	que	las	IMF	de	GFP	que	
detectábamos	eran	cercanas	a	los	valores	de	autofluorescencia	de	las	muestras.	
	
	
	
	 71	
	
	
Fig.	31.	Presencia	de	linfocitos	con	fenotipo	tumoral	en	muestras	de	sangre,	bazo	y	líquido	ascítico	de	
individuos	NZB	trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(1).	(A)	Plots	de	citometría	de	flujo	mostrando	los	
niveles	de	expresión	de	GFP	en	los	linfocitos	B1	B220+	CD5+	(señalados	en	verde)	en	muestras	de	líquido	
ascítico	de	tres	individuos	trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(1)	y	sacrificados	a	los	6	meses	de	edad.	
(B)	Subpoblaciones	de	linfocitos	B	presentes	en	muestras	de	sangre	(S),	líquido	ascítico	(A)	y	bazo	(B)	en	
los	 individuos	trasplantados	 (1B,	2B	y	3B)	en	 comparación	con	un	 individuo	control	trasplantado	con	
células	no	modificadas	y	sacrificado	a	una	edad	comparable.	Los	linfocitos	B2	B220+	CD5-	se	muestran	en	
rojo,	los	linfocitos	B1	GFP-	B220+	CD5+	en	gris	y	los	linfocitos	B1	GFP+	B220+	CD5+	en	verde.		
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Fig.	32.	Histología	del	bazo	de	individuos	trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(1)	y	sacrificados	a	la	
edad	de	6	meses.	Se	muestran	imágenes	de	microscopía	de	secciones	de	bazo	conservadas	en	OCT	y	
teñidas	con	hematoxilina-eosina.	(A)	Muestras	procedentes	de	individuos	NZB	trasplantados	con	células	
NZB-LLC	LV	(1)	(individuos	1B,	2B	y	3B).	(B)	Se	muestran	secciones	de	bazo	de	dos	individuos	control	
sacrificados	a	la	misma	edad,	uno	de	ellos	no	trasplantado	(que	presentaba	glomerulonefritis)	y	otro	
trasplantado	(con	enfermedad	linfoproliferativa).		
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Realizamos	tinciones	con	hematoxilina-eosina	en	las	muestras	de	bazo	incluidas	en	OCT	
de	 los	 tres	 animales	 estudiados	 anteriormente	 (1B,	 2B	 y	 3B).	 Las	 imágenes	 de	 bajo	
aumento	(4x)	(Fig.	32(A))	mostraban	un	infiltrado	variable,	que	en	el	caso	del	individuo	
3B	producía	una	desorganización	mayor	de	la	arquitectura	del	órgano.	Por	el	contrario,	
los	 individuos	1B	y	2B,	presentaban	un	patrón	con	una	menor	desorganización	de	 la	
arquitectura	del	bazo	y	similar	al	de	un	individuo	control	sin	trasplantar	sacrificado	a	los	
6	meses	con	glomerulonefritis	(Fig.	32).		
Se	buscó	detectar	las	células	NZB-LLC	LV	(1)	en	cortes	histológicos	de	bazo	del	individuo	
3B	por	 inmunofluorescencia.	Para	ello	se	recogió	por	un	 lado	 la	 fluorescencia	directa	
emitida	por	las	células	GFP+	y	en	las	mismas	secciones	se	realizó	una	tinción	específica	
con	un	anticuerpo	anti-copGFP	y	 revelado	 con	un	anticuerpo	 secundario	Alexa	Fluor	
594.	 Los	 resultados	 de	 inmunofluorescencia	 nos	 confirmaron	 la	 presencia	 de	 células	
NZB-LLC	LV	(1)	(Fig.	33(A)),	con	una	distribución	heterogénea	en	el	bazo	(Fig.	33(B))	pero	
con	una	colocalización	de	GFP+	y	anti	copGFP+	muy	buena	(Fig.	34).	
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Fig.	33.	Detección	por	inmunofluorescencia	de	las	células	NZB-LLC	LV	(1)	GFP+	en	secciones	de	bazo	
de	individuos	trasplantados.	Se	muestran	imágenes	de	microscopía	de	fluorescencia	de	secciones	de	
bazo	incluidas	en	OCT	procedentes	del	 individuo	3B,	trasplantado	con	células	NZB-LLC	LV	(1).	(A)	Las	
secciones	se	 incubaron	con	un	anticuerpo	anti-copGFP	(positivo,	paneles	 inferiores)	o	sin	anticuerpo	
primario	 (negativo,	paneles	 superiores)	 y	 se	 revelaron	 con	un	anticuerpo	 secundario	 conjugado	con	
Alexa-Fluor-594	 (paneles	de	 la	derecha).	 En	 los	paneles	de	 la	 izquierda	 se	muestra	 la	 tinción	de	 los	
núcleos	con	DAPI	y	en	los	paneles	centrales	la	visualización	directa	de	la	fluorescencia	de	la	GFP.	(B)	Se	
muestran	dos	campos	representativos	de	la	misma	sección	de	bazo	(campos	1	y	2)	marcados	con	DAPI,	
y	anti-copGFP	y	la	superposición	de	la	imagen	de	los	tres	canales	de	fluorescencia	del	campo	2	(DAPI	
(azul),	GFP+	(verde)	y	anti	cop-GFP	(rojo)).	
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Las	secciones	de	bazo	se	tiñeron	con	una	tinción	adicional	utilizando	un	anticuerpo	anti-
copGFP	o	bien	con	un	anti-B220	(para	identificar	el	total	de	linfocitos	B	presentes	en	las	
muestras)	y	se	revelaron	con	un	anticuerpo	secundario	conjugado	con	peroxidasa.	En	el	
individuo	3B,	figura	35(B),	en	ninguno	de	los	cortes	obtenidos	observamos	zonas	con	
tanta	densidad	de	células	GFP+	como	veíamos	en	la	imagen	de	inmunofluorescencia	de	
la	figura	34.		Sin	embargo,	había	un	número	apreciable	de	células	GFP+,	que	ocupaban	
zonas	con	abundante	presencia	de	linfocitos	B	(B220+),	en	lo	que	parecía	corresponderse	
con	la	zona	marginal.	El	individuo	2B	que	se	muestra	en	la	figura	35(A)	presentaba	un	
patrón	de	marcaje	similar	al	del	individuo	3B.		
	
	
	
	
Fig.	34.	Detección	por	microscopía	confocal	de	las	células	NZB-LLC	LV	(1)	GFP+	en	secciones	de	bazo	
de	 un	 individuo	 trasplantado.	 Se	muestran	 imágenes	 de	microscopía	 confocal	 de	 fluorescencia	 en	
secciones	de	bazo	incluidas	en	OCT	procedentes	del	individuo	3B,	trasplantado	con	células	NZB-LLC	LV	
(1).	Se	muestra	la	colocalización	de	la	señal	de	fluorescencia	directa	de	GFP	(verde)	con	la	emitida	tras	
la	 tinción	con	anti-copGFP	y	 revelado	 con	un	anticuerpo	 secundario	 conjugado	 con	Alexa	Fluor	 594	
(rojo).	
NZB	LLC	LV	(1)
	 76	
	
A
B
B220Neg
GFPNeg
20x
20x
Neg 20xB220
Neg 20xGFP
Fig.	35.	Detección	por	inmunohistoquímica	de	las	células	NZB-LLC	LV	(1)	GFP+	en	secciones	de	bazo	de	
individuos	 trasplantados.	 Las	 secciones	 de	 bazo	 incluidas	 en	 OCT	 procedentes	 de	 individuos	
trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(1)	se	incubaron	con	el	anticuerpo	primario	indicado	y	se	revelaron	
con	un	anticuerpo	secundario	conjugado	con	peroxidasa.	En	 los	negativos	se	 realizó	el	 revelado	con	
anticuerpo	secundario	y	en	ausencia	del	anticuerpo	primario.	Se	muestran	campos	representativos	de	
secciones	del	individuo	2B	(A)	y	del	individuo	3B	(B).		
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Con	 el	 análisis	 de	 los	 tres	 individuos	 en	 los	 que	 habíamos	 programado	 el	 sacrificio,	
podemos	 concluir	 que	 las	 células	 NZB-LLC	 LV	 (1)	 podían	 detectarse	 en	 todos	 los	
individuos	trasplantados,	lo	que	parece	indicar	que	las	células	infectadas	son	capaces	de	
generar	enfermedad	linfoproliferativa.	La	proporción	de	células	 infectadas	respecto	a	
las	no	infectadas	es	difícil	de	valorar	de	forma	precisa,	pero	la	presencia	de	células	NZB-
LLC	LV	(1)	cinco	meses	después	del	trasplante	parece	indicar	que	la	expresión	de	GFP	no	
supone	una	desventaja	significativa	para	las	células.		
En	cuanto	a	 los	otros	tres	 individuos	que	se	dejaron	hasta	cumplir	criterios	de	punto	
final,	tuvieron	una	supervivencia	de	siete	(individuo	1A)	y	diez	meses	(individuos	2A	y	
3A,	tabla	5)	respectivamente.	Los	individuos	2A	y	3A	trasplantados	con	0,6	x106	células	
presentaban	niveles	altos	de	proteínas	en	orina	indicativos	de	glomerulonefritis.	En	los	
cortes	histológicos	del	individuo	2A	observábamos	una	baja	proporción	de	linfocitos	B	
tumorales	 (B220+)	 y	 células	 GFP+	 (Fig.	 36(A)),	 datos	 que	 correlacionaban	 con	 los	
obtenidos	por	citometría	de	flujo	(tabla	5).	Por	otro	lado,	el	individuo	1A,	que	había	sido	
trasplantado	con	un	mayor	número	de	células	(2	x106	células),	presentaba	una	pérdida	
de	la	arquitectura	del	bazo	típica	de	linfoproliferación	(Fig.	36),	similar	a	la	del	individuo	
control	trasplantado	mostrado	en	la	figura	32(B).	Estos	resultados	parecen	indicar	que	
el	 número	 de	 células	 trasplantadas	 es	 una	 variable	 importante	 a	 la	 hora	 de	 hacer	
prevalecer	la	linfoproliferación	frente	a	la	autoinmunidad.	
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A	 continuación,	 analizamos	 los	 reordenamientos	 de	 las	 cadenas	 pesadas	 de	 las	
inmunoglobulinas	M	(IgVH)	para	estudiar	la	diversidad	clonal	en	las	muestras	de	bazo	y	
líquido	 ascítico	 de	 los	 receptores	 trasplantados	 con	 células	 NZB-LLC	 LV	 (1)	 en	
Fig.	36.	Histología	de	bazos	de	individuos	trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(1).	(A)	Las	secciones	
de	 bazo	 incluidas	 en	 OCT	 procedentes	 de	 un	 individuo	 trasplantado	 con	 células	 NZB-LLC	 LV	 (1)	 se	
incubaron	con	el	anticuerpo	primario	indicado	y	se	revelaron	con	un	anticuerpo	secundario	conjugado	
con	peroxidasa.	En	 los	negativos	se	realizó	el	 revelado	con	anticuerpo	secundario	y	en	ausencia	del	
anticuerpo	 primario.	 Se	 muestran	 campos	 representativos	 de	 secciones	 del	 individuo	 2A.	 (B)	 Se	
muestran	 imágenes	 de	 microscopía	 de	 secciones	 de	 bazo	 conservadas	 en	 OCT	 y	 teñidas	 con	
hematoxilina-eosina	procedentes	del	individuo	1A	trasplantado	con	células	NZB-LLC	LV	(1).	
B
A
GFPNeg
B220Neg
10x
10x
10x 20x
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comparación	 con	 la	 de	 los	 individuos	parentales	 (de	 los	 que	provenía	 la	muestra	 de	
partida,	 generación	 2).	 En	 los	 bazos	 de	 los	 tres	 individuos	 sacrificados	 de	 forma	
programada	(1B,	2B	y	3B)	encontrábamos	que	un	clon	(VH3-2*02,	clon	F	en	 la	 figura	
37(D))	estaba	representado	de	forma	mayoritaria	(63%,	67%	y	75%,	en	los	individuos	1B,	
2B	y	3B	respectivamente)	y	que	coincidía	con	el	más	representado	en	las	suspensiones	
celulares	trasplantadas	(NZB-LLC	LV	(1)),	(60%)	(Fig.	37(C)).		En	los	receptores	aparecían	
también	otros	dos	de	los	clones	presentes	en	las	células	trasplantadas	(clon	A,	V1S33*01	
y	clon	B,	V1S34*01	en	la	figura	37)	y	en	proporciones	muy	similares	a	las	de	estas.	Estos	
clones	 A	 y	 B	 también	 estaban	 presentes	 en	 el	 bazo	 del	 individuo	 parental	 del	 que	
procedían	las	células	usadas	en	los	trasplantes.	
Sin	embargo,	en	las	muestras	de	líquido	ascítico	el	patrón	era	más	heterogéneo	entre	
los	 distintos	 individuos	 analizados.	 Mientras	 que	 en	 el	 individuo	 1B	 aparecía	 una	
población	monoclonal,	en	los	otros	dos	se	apreciaba	una	mayor	diversidad	clonal	siendo	
las	proporciones	de	los	distintos	clones	diferentes	de	las	presentes	en	las	muestras	de	
bazo	y	en	las	células	trasplantadas.		
Estos	 resultados,	 mostraban	 que	 los	 clones	 que	 habían	 sido	 detectados	 de	 forma	
mayoritaria	 en	 las	 células	 NZB-LLC	 trasplantadas,	 a	 pesar	 de	 su	 paso	 por	 cultivo,	
infección,	y	trasplante	por	vía	intraperitoneal,	se	detectaban	de	nuevo	en	las	muestras	
de	bazo	que	era	su	nicho	biológico	de	partida.	
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Trasplante de células NZB-LLC con expresión de luciferasa 
a individuos NZB  
	
Puesto	que	nuestro	objetivo	final	era	el	seguimiento	de	la	luminiscencia	in	vivo,	para	los	
siguientes	trasplantes	se	emplearon	células	que	expresaban	luciferasa	de	forma	estable.	
Fig.	37.	Análisis	de	clonalidad	en	muestras	de	bazo	y	líquido	ascítico	de	individuos	trasplantados	
con	células	NZB-LLC	 LV	 (1).	Segmentos	variables	 en	 las	 cadenas	pesadas	de	 las	 inmunoglobulinas	
presentes	en	los	clones	secuenciados	a	partir	de	(A)	 linfocitos	tumorales	NZB	primarios	aislados	de	
bazo,	 (B)	tras	40	días	en	 cultivo,	NZB-LLC,	 (C)	tras	su	 infección	con	LV	 (1),	NZB-LLC	 LV	 (1),	y	 (D)	en	
muestras	de	bazo	y	líquido	ascítico	de	los	individuos	trasplantados	(1B,	2B	y	3B).	Resultados	obtenidos	
utilizando	el	protocolo	1	de	materiales	y	métodos.	
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Tras	varios	intentos	de	infección	con	distintas	construcciones	lentivirales	portadoras	de	
luciferasa,	disponíamos	de	células	NZB-LLC	LV	(7)	con	expresión	de	luciferasa,	y	células	
NZB-LLC	LV	(8)	con	expresión	de	luciferasa	y	copGFP	(tabla	3).		La	expresión	adicional	del	
gen	 de	 resistencia	 a	 puromicina	 nos	 había	 permitido	 seleccionar	 en	 ambos	 casos	
suspensiones	de	células	NZB-LLC	LV	(7)	y	LV	(8)	con	un	100%	de	células	infectadas.	
	
Cada	una	de	estas	suspensiones	celulares	se	trasplantaron	a	un	individuo	NZB	de	cinco	
semanas	de	edad	por	vía	intraperitoneal.	Como	control	se	utilizó	un	tercer	individuo	al	
que	se	habían	trasplantado	células	NZB-LLC	no	infectadas	mantenidas	en	cultivo	durante	
el	mismo	tiempo	y	en	las	mismas	condiciones	que	las	infectadas.	En	la	tabla	6	se	detallan	
el	 número	 y	 las	 características	 de	 las	 células	 trasplantadas	 en	 cada	 caso.	 Debido	 al	
escaso	rendimiento	de	los	procedimientos	de	cultivo,	infección	y	posterior	selección	con	
antibiótico	solo	fue	posible	trasplantar	2,4	x106	de	células	infectadas	y	9	x106	de	células	
no	infectadas.		
Tabla	6.	Trasplante	de	células	NZB-LLC	LV	(7)	y	LV	(8)	a	receptores	NZB	jóvenes	
		
Nº	Individuos	 Nº	células	trasplantadas	 %LV+	 IMF	GFP+		
Individuos	1	 1	 2,4	x106	 100	LV	(8)	 71	
Individuos	2	 1	 9	x106	 0	 - 
Individuos	3	 1	 2,4	x106	 100	LV	(7)	 - 
	
En	los	 individuos	trasplantados	se	realizó	el	seguimiento	de	la	señal	de	BLI	hasta	que	
alcanzaron	 criterios	 de	 punto	 final.	 La	 emisión	 de	 luminiscencia	 por	 las	 células	
trasplantadas	se	evaluó	en	un	equipo	de	 imagen	tras	 la	 inyección	 intraperitoneal	del	
sustrato	de	la	luciferasa	D-Luciferina	(125mg/kg).		La	primera	medida	se	realizó	a	las	tres	
semanas	 del	 trasplante,	 y	 a	 partir	 de	 este	momento	 se	 tomaron	 imágenes	 con	 una	
frecuencia	mensual	hasta	el	momento	del	sacrificio	de	cada	individuo.		No	se	detectó	
señal	 positiva	 en	 ninguna	 de	 las	 medidas	 realizadas	 en	 ninguno	 de	 los	 individuos.	
Tampoco	se	detectó	señal	en	el	individuo	3	(muerto	durante	el	procedimiento	en	una	
toma	de	imagen)	en	el	bazo	extraído	y	colocado	directamente	en	el	aparato	de	imagen,	
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ni	en	células	aisladas	a	partir	de	éste	y	analizadas	en	el	luminómetro	de	placa	(tabla	7).	
Como	se	puede	observar	en	la	tabla	7,	el	individuo	3,	que	murió	con	6	meses	de	edad,	
presentaba	un	grado	moderado	de	esplenomegalia	con	un	alto	porcentaje	de	linfocitos	
B1,	 sin	embargo,	no	 se	observó	 tras	 la	necropsia	ningún	otro	hallazgo	macroscópico	
destacable.		
Tabla	7.	Hallazgos	en	la	necropsia	de	individuos	trasplantados	con	células	NZB-LLC,	NZB-LLC	LV	(7)	y	LV	(8)	
		
Edad	a	
sacrificio	
(meses)	
Motivo	de	
sacrificio	
Hallazgos		
necropsia	
Esplenomegalia	
%	células	
tumorales	
en	3CMN	
2Lumin	
in	vivo	
Lumin	
in	vitro	peso	
(mg)	
1Grado	
Individuo	
1	 6	
Criterios	punto	
final	
Ganglios,	
hígado	con	
infiltración	en	
parches	
400	 **	 37	 4Neg	 Neg	
Individuo	
2	 10	
Criterios	punto	
final	
Mesenterio	
inflamado	 4000	 ***	 20	 - - 
Individuo	
3	 6	
Muerto	en	
procedimiento	
Nada	
destacable	 300	 **	 44	 Neg	 Neg	
1Grado:	*=<0,25	mg;	**=	0,25-0,5mg;	***=	>0,5	mg	
2Luminiscencia	
3Células	mononucleares	de	bazo	 	 	 	 	 	 	
4Negativa	 	 	 	 	 	 	 	 	
	
Los	individuos	1	y	2	(tabla	7),	se	sacrificaron	cumpliendo	criterios	de	punto	final.	Ambos	
individuos	 presentaban	 esplenomegalia	 con	 un	 alto	 porcentaje	 de	 linfocitos	 B1	 y	
criterios	 macroscópicos	 compatibles	 con	 enfermedad	 linfoproliferativa	 (ganglios	
hipertróficos,	 mesenterio	 inflamado,	 tabla	 7).	 Los	 valores	 de	 supervivencia	 en	 los	
individuos	trasplantados	en	estudios	previos	(individuos	trasplantados	con	células	NZB-
LLC	LV	(1))	mostraban	que	el	individuo	trasplantado	con	mayor	número	de	células	tenía	
una	supervivencia	menor	que	los	trasplantados	con	menor	número	de	células,	lo	que	no	
sucede	en	los	individuos	1	y	2	de	la	tabla	7.	En	este	ensayo	se	acortaba	la	supervivencia	
del	individuo	que	había	sido	trasplantado	con	menor	número	de	células	(NZB-LLC	LV	(8),	
individuo	 1).	 Los	 hallazgos	 observados	 en	 la	 necropsia	 sugerían	 que	 el	 tiempo	 de	
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supervivencia	de	los	individuos	trasplantados	podía	estar	influído	por	los	órganos	vitales	
afectados	por	la	infiltración	tumoral.	Como	se	puede	observar	en	la	tabla	7,	el	individuo	
1	tenía	infiltrado	el	hígado	(órgano	vital),	mientras	que	en	el	individuo	2	parece	que	el	
órgano	que	presentaba	una	mayor	infiltración	era	el	bazo,	órgano	que	compromete	en	
menor	medida	la	supervivencia.	
En	las	muestras	procedentes	de	bazo	se	analizó	la	presencia	de	células	IgM+	CD5lo	B220lo	
por	 citometría	 de	 flujo.	 En	 los	 tres	 individuos	 encontrábamos	 una	 proporción	 de	
linfocitos	 B1	 similar	 a	 la	 que	 presentaban	 los	 individuos	 trasplantados	 en	 estudios	
previos	 (42	 ±	 20%,	 generación	 2	 (n	 =	 10)).	 En	 el	 individuo	 1	 también	 se	 evaluó	 la	
presencia	de	GFP,	pero	no	se	encontraron	células	positivas.	En	este	individuo	se	evaluó	
la	luminiscencia	de	distintas	cantidades	de	CMN	procedentes	de	bazo,	tras	la	adición	de	
luciferina	y	detección	en	un	luminómetro	de	placa	(tabla	7).	Al	igual	que	sucedió	con	el	
individuo	3,	no	se	detectó	señal	en	ninguna	de	las	condiciones	ensayadas.	
A	 continuación,	 estudiamos	 los	 reordenamientos	 de	 las	 cadenas	 pesadas	 de	 las	
inmunoglobulinas	M	(IgVH)	en	las	muestras	de	bazo	de	los	individuos	1	y	2	(tabla	7)	y	los	
comparamos	con	las	variedades	clonales	presentes	en	los	bazos	de	donde	provenían	las	
muestras	 trasplantadas	 (Fig.	38).	Dos	de	 los	 clones	presentes	en	 los	 individuos	1	y	2	
podían	 trazarse	 en	 generaciones	 anteriores.	 Uno	 de	 ellos,	 el	 clon	 V4-2*02/D2-
1*01/J1*01,	solo	aparecía	en	la	generación	2,	pero	otro	de	los	clones	el	V2-9-1*01/D1-
1*01/J1*01	podía	trazarse	hasta	la	generación	1.		
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Fig.	 38.	 Análisis	 de	 clonalidad	 de	 individuos	 trasplantados	 con	 células	 NZB-LLC	 y	 NZB-LLC	 LV	 (8).	
Representación	 cualitativa	 de	 los	 clones	 presentes	 en	 individuos	 NZB	 de	 la	 generación	 1	 (con	
enfermedad	 espontánea),	 de	 la	 generación	 2	 (trasplantados	 con	 20	 x106	 de	 esplenocitos	 de	 un	
homogeneizado	de	tres	bazos	de	individuos	de	la	generación	1)	y	de	la	generación	3.	El	individuo	1	se	
trasplantó	con	2,4	x106	de	células	NZB-LLC	LV	(8)	y	el	individuo	2	con	9	x106	de	células	NZB-LLC	(ambos	
individuos	de	la	generación	3).	Resultados	obtenidos	utilizando	el	protocolo	2	de	materiales	y	métodos.		
	
V2-9-1*01/D1-1*01/J1*01	
V1S81*02/D- /J1*01
V4-2*02/D2-1*01/J1*01
V3-6*02/D1-1*01/J1*01
V12-3*01/D1-1*01/J1*01
V3-8*02/D1-3*01/J4*01
V4-2*01/D1-1*02/J1*01
V1S130*01/D2-12*01/J1*01
V1-9*01/D2-12*01/J3*01
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	 85	
El	 análisis	 de	 las	 inmunoglobulinas	 parecía	 indicar	 que	 habían	 prendido	 las	 células	
tumorales	 en	 los	 individuos	 1	 y	 2.	 La	 ausencia	 de	 luminiscencia	 en	 el	 individuo	 1,	
trasplantado	 con	 un	 100%	 de	 células	 NZB-LLC	 LV	 (8),	 nos	 hacía	 sospechar	 del	
silenciamiento	del	gen	de	la	luciferasa.	Tratamos	de	identificar	por	inmunohistoquímica	
la	presencia	de	la	proteína	de	luciferasa	en	los	cortes	de	bazo	incluídos	en	OCT,	pero	los	
marcajes	 no	 fueron	 concluyentes,	 por	 lo	 que	 decidimos	 buscar	 la	 presencia	 del	 gen	
mediante	 amplificación	 génica.	 Dado	 que	 el	 individuo	 3	 (muerto	 en	 procedimiento)	
había	sido	trasplantado	también	con	células	100%	luciferasa+,	analizamos	las	muestras	
de	bazo	de	ambos	 individuos	(individuos	1	y	3).	Como	se	muestra	en	 la	figura	39,	en	
ambas	 muestras	 detectábamos	 la	 presencia	 del	 transgén.	 Ya	 que	 en	 este	 ensayo	
habíamos	 trasplantado	 poblaciones	 puras	 de	 células	 NZB-LLC	 luciferasa+	 (obtenidas	
mediante	selección	con	puromicina)	 la	presencia	del	 transgén	unida	a	 la	ausencia	de	
señal,	reforzaban	la	idea	del	silenciamiento	del	transgén	como	causa	de	la	pérdida	de	
señal	bioluminiscente.	
	
Todos	estos	datos	parecían	indicar	que	las	células	infectadas	habían	prendido	en	el	bazo	
de	 los	 receptores	 induciendo	 una	 enfermedad	 linfoproliferativa.	 Pero	 un	 posible	
silenciamiento	 del	 promotor	 de	 la	 luciferasa	 había	 impedido	 su	 detección	 in	 vivo	
mediante	BLI.	
	
 
1 2 3 4
Fig.	39.	Presencia	del	gen	de	la	luciferasa	en	muestras	de	bazo	
de	individuos	trasplantados	con	células	NZB-LLC	LV	(7)	y	NZB-
LLC	LV	(8).	A	partir	de	CMN	procedentes	de	bazo	se	aisló	el	ADN	
y	se	amplificó	por	PCR	el	gen	de	la	luciferasa	(®,	en	la	figura).	
En	las	distintas	calles	aparecen:	(1)	patrón	de	tamaño	molecular,	
(2)	 individuo	 1	 (LV	 (8)),	 (3)	 individuo	 3	 (LV	 (7))	 y	 (4)	 control	
negativo	de	amplificación.	
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Trasplante de células NZB-LLC con expresión de una 
proteína de fusión Luciferasa/GFP a individuos 
inmunodeficientes de la cepa NOD/SCID  
	
A	 la	 vista	 de	 los	 resultados	 anteriores,	 la	 estabilidad	 de	 la	 expresión	 del	 gen	 de	 la	
luciferasa	 parecía	 ser	 la	 limitación	 fundamental	 que	 había	 que	 superar	 para	 el	
establecimiento	del	modelo	para	seguimiento	in	vivo	por	BLI.	La	construcción	lentiviral	
LV	(9)	portaba	una	proteína	de	fusión	de	luciferasa	y	GFP	controlada	por	el	promotor	de	
la	RNA	polimerasa	II	 (LV	(9),	tabla	3).	A	diferencia	de	 los	 lentivirus	LV	(7)	y	LV	(8),	no	
contenía	 ningún	 gen	 de	 resistencia	 a	 antibiótico,	 lo	 que	 nos	 obligaba,	 al	 menos	
inicialmente,	a	trasplantar	suspensiones	celulares	de	células	infectadas	no	puras.	En	los	
ensayos	de	infección	con	esta	construcción,	habíamos	comprobado	que	en	las	células	
infectadas	NZB-LLC	LV	(9)	 los	niveles	de	expresión	de	GFP	no	eran	tan	altos	como	los	
obtenidos	con	otras	construcciones,	pero	se	mantenían	estables	a	lo	largo	del	tiempo	
de	cultivo	y	correlacionaban	con	la	luminiscencia	emitida	(Figs.	26	y	27).				
	
En	 este	 caso,	 nos	 planteamos	 la	 utilización	 de	 individuos	 inmunodeficientes	 como	
receptores.	El	uso	de	individuos	NOD/SCID	nos	ofrecía	la	ventaja	de	un	entorno	carente	
de	linfocitos	y	una	mejor	detección	de	la	señal	de	luminiscencia	debido	al	color	claro	de	
la	piel	y	el	pelo	en	esta	cepa	(ver	materiales	y	métodos).		Una	vez	expandidas	las	células	
de	interés	en	números	suficientes	en	el	receptor	NOD/SCID,	sería	posible	la	separación	
por	 sorting	 de	 las	 células	 positivas	 para	 GFP	 y	 luciferasa	 para	 su	 utilización	 en	 los	
trasplantes	subsiguientes	a	individuos	de	la	cepa	NZB.		
Dado	que	las	señales	de	luminiscencia	obtenidas	en	las	células	NZB-LLC	LV	(9)	eran	bajas,	
estudiamos	 el	 uso	 de	 sustratos	 con	 emisión	 en	 el	 infrarrojo	 como	 alternativa	 a	 la	
utilizada	habitualmente	para	el	seguimiento	in	vivo	por	BLI,	D-Luciferina.	Los	sustratos	
con	emisión	en	el	infrarrojo,	tienen	como	ventaja	una	menor	absorción	de	la	señal	por	
los	tejidos	del	organismo,	con	ello	esperábamos	mejorar	la	detección	de	la	señal.	Como	
se	 presenta	 en	 materiales	 y	 métodos,	 los	 sustratos	 con	 emisión	 en	 el	 infrarrojo	
ensayados	(Aka	Lumine	y	Toke	Oni)	no	mejoraban	la	detección	de	la	señal	con	respecto	
al	 uso	 del	 sustrato	 D-Luciferina,	 con	 lo	 que	 desechamos	 su	 utilización	 en	 nuestros	
ensayos.	
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En	 este	 ensayo	 se	 trasplantaron	 células	 infectadas	 NZB-LLC	 LV	 (9)	 a	 un	 individuo	
NOD/SCID	 de	 cinco	 semanas	 de	 edad.	 En	 la	 tabla	 8	 se	 detallan	 el	 número	 y	 las	
características	de	las	células	trasplantadas.	En	individuos	inmunodeprimidos,	la	vía	de	
trasplante	más	utilizada	es	la	vía	intravenosa,	por	la	vena	de	la	cola.	Dada	la	adhesividad	
de	las	células	cultivadas	y	su	elevada	concentración	en	las	suspensiones,	no	era	sencilla	
su	 correcta	 homogeneización.	 Las	 suspensiones	 celulares	 se	 trasplantaron	 por	 vía	
intravenosa	hasta	el	límite	ofrecido	por	la	vía	de	trasplante,	y	el	resto	de	la	muestra	se	
inyectó	 por	 vía	 intraperitoneal	 con	 el	 fin	 de	 trasplantar	 el	mayor	 número	de	 células	
posible.	El	seguimiento	por	BLI	de	las	células	NZB-LLC	LV	(9)	transcurridas	24	horas	del	
trasplante,	mostró	dos	localizaciones	barrera	a	la	migración	de	las	células	trasplantadas,	
una	era	el	punto	de	trasplante	(la	cola)	y	la	otra	los	pulmones	(Fig.	40).		
	
Tabla	8.	Trasplante	de	células	NZB-LLC	LV	(9)	a	un	receptor	NOD/SCID.	
		
Nº	Individuos	 Nº	células	trasplantadas	 %	GFP+	 IMF	GFP+	
1Luminiscencia		
(fotón/sg)	
Individuo	1	 1	 26	x106	 10%	 6,2	 10538,5	
1Luminiscencia	emitida	por	10000	células	
	
	
	
	
Fig.	40.	Detección	mediante	BLI	de	células	
NZB-LLC	 LV	 (9)	 tras	 su	 trasplante	 a	 un	
individuo	 NOD/SCID.	 Se	 trasplantaron	 26	
x106	 de	 células	 NZB-LLC	 LV	 (9)	 por	 vía	 I.V.	
hasta	 el	 límite	 ofrecido	 por	 la	 vía	 de	
trasplante	y	el	resto	se	inyectó	por	vía	I.P.	Se	
muestran	dos	 imágenes	 (decúbito	supino	y	
decúbito	 prono)	 de	 la	 superposición	 de	 la	
señal	máxima	de	bioluminiscencia	detectada	
por	BLI	a	las	24h	junto	con	la	imagen	de	luz	
visible.	 En	 una	 escala	 de	 pseudocolor	 se	
indican	las	intensidades	relativas	de	la	señal	
(de	azul	a	rojo,	de	menor	a	mayor	intensidad	
de	señal).	Análisis	realizado	con	el	programa	
Wasabi.	
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Fig.	41.	Secuencia	de	imágenes	anatómico-temporales	detectadas	por	BLI	en	un	individuo	NOD/SCID	
trasplantado	con	células	NZB-LLC	LV	(9).	De	izquierda	a	derecha	se	muestran	las	imágenes	resultantes	
de	la	superposición	de	la	imagen	de	máxima	señal	detectada	en	BLI,	junto	con	la	imagen	de	luz	visible	
en	una	escala	de	pseudocolor	relativa	(azul:	menos	intenso,	rojo:	más	intenso)	en	los	distintos	tiempos	
tras	el	trasplante	(35,	71,	104,	131	y	177	días)	para	cada	una	de	las	posiciones	anatómicas.	De	arriba	a	
abajo	 se	 muestran	 las	 distintas	 posiciones	 anatómicas	 estudiadas	 (A)	 decúbito	 prono,	 (B)	 decúbito	
supino,	 (C)	decúbito	 lateral	 izquierdo	y	 (D)	decúbito	 lateral	derecho.	 La	 cruz	representa	ausencia	de	
imagen	en	esta	posición	y	tiempo.	Se	muestra	el	individuo	de	estudio	(a	la	izquierda	de	cada	imagen)	y	
un	individuo	control	no	trasplantado	(a	la	derecha	de	cada	imagen).	El	análisis	de	las	imágenes	se	realizó	
con	el	programa	Wasabi.	
	
A
B
C
D
35 71 104 131 177
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Se	realizó	el	seguimiento	de	la	señal	de	luminiscencia	en	el	receptor	hasta	que	alcanzó	
los	 criterios	 de	 punto	 final.	 	 La	 primera	 medida,	 para	 valorar	 el	 prendimiento	 del	
trasplante,	se	realizó	a	las	cuatro	semanas	del	trasplante	y	a	partir	de	ese	momento	se	
tomaron	 imágenes	 con	 una	 frecuencia	mensual	 hasta	 el	 momento	 del	 sacrificio	 del	
individuo,	 a	 los	 siete	 meses	 de	 edad.	 En	 la	 figura	 41	 se	 muestran	 imágenes	 del	
seguimiento	 in	 vivo	 de	 la	 bioluminiscencia.	 Inicialmente	 se	 detectaba	 una	 señal	
localizada	aparentemente	en	 la	 cavidad	peritoneal,	 siendo	 las	posiciones	anatómicas	
más	favorables	en	la	detección	de	las	células	tumorales	luminiscentes	las	de	decúbito	
supino	y	decúbito	lateral	izquierdo	(Fig.	41).	El	seguimiento	en	el	tiempo	de	las	células	
tumorales	 detectables	 por	 BLI	 en	 las	 distintas	 posiciones	 anatómicas	 ilustra	 el	
crecimiento	y	localización	del	mismo	(Figuras	41	y	42).	
	
Tras	 su	 sacrificio,	 en	 la	 necropsia,	 encontramos	 signos	 de	 infiltración	 en	 distintos	
órganos,	con	un	patrón	diferente	al	que	habíamos	encontrado	en	individuos	NZB.	En	el	
individuo	1	NOD/SCID	(tabla	8)	se	apreciaba	infiltración	en	pulmón	e	intestino	y	no	se	
apreciaba	esplenomegalia,	sin	embargo,	el	timo	estaba	hipertrofiado	(tabla	9).		
Fig.	 42.	 Cuantificación	 del	 crecimiento	 del	 tumor	 originado	 por	 las	 células	 NZB-LLC	 LV	 (9)	 en	 un	
individuo	 NOD/SCID	 a	 lo	 largo	 del	 tiempo.	 De	 izquierda	 a	 derecha	 se	 representa	 el	 valor	 de	
luminiscencia	 resultante	de	 la	cuantificación	de	 la	máxima	 señal	detectada	por	BLI	y	analizado	con	el	
programa	Wasabi,	a	distintos	tiempos	tras	el	trasplante	(Tx)	(35,	71,	104,	131	y	177	días)	y	en	las	distintas	
posiciones	anatómicas	 (decúbito	prono,	decúbito	 supino,	 decúbito	 lateral	derecho	y	decúbito	 lateral	
izquierdo).	
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Tratamos	 de	 localizar	 macroscópicamente	 masas	 tumorales	 que	 fueran	
anatómicamente	compatibles	con	las	localizaciones	en	las	que	se	había	detectado	señal	
de	luminiscencia	durante	el	seguimiento	in	vivo	(Fig.	43(A)).	Como	se	puede	observar	en	
la	 figura	 43	 estas	 localizaciones	 eran:	 una	 tumoración	 en	 la	 pata	 del	 individuo	 (Fig.	
43(B)),	 varios	 focos	 de	 infiltración	 en	 el	 pulmón	 derecho	 (Fig.	 43(E))	 y	 el	 peritoneo,	
aunque	en	esta	localización	no	encontrábamos	una	masa	identificable,	ni	presencia	de	
células	tumorales	tras	el	estudio	del	líquido	ascítico.	Por	ello	parecía	que	el	intestino	era	
la	 localización	más	 probable	 (Fig.	 43(C)).	 También	 se	 observaban	 otros	 órganos	 con	
tumor,	entre	los	que	cabe	destacar	una	llamativa	hipertrofia	del	timo	(Fig.	43(D)).	
	
El	 hecho	 de	 que	 las	 células	 detectadas	 por	 BLI	 eran	 las	 células	 NZB-LLC	 LV	 (9)	 era	
evidente,	pero	el	estudio	del	tumor	del	timo	era	importante	ya	que,	a	pesar	de	observar	
una	 hipertrofia	 del	 órgano,	 no	 habíamos	 detectado	 señal	 bioluminiscente.	 Un	 bajo	
número	 de	 células	NZB-LLC	 LV	 (9)	 podría	 explicar	 la	 ausencia	 de	 detección	 de	 señal	
luminiscente,	pero	la	existencia	de	células	tumorales	sin	marcar	también	(tabla	8).	Dado	
que	en	principio	 los	 individuos	 inmunodeprimidos	de	 la	 cepa	NOD/SCID	no	deberían	
tener	poblaciones	celulares	con	capacidad	de	reordenar	inmunoglobulinas,	intentamos	
Fig.	43.	Necropsia	del	individuo	NOD/SCID	trasplantado	con	células	NZB-LLC	LV	(9).	(A)	Composición	de	
tres	imágenes	de	izquierda	a	derecha,	que	representan	el	aspecto	general	del	ratón	intacto,	imagen	de	
BLI	y	descubierto	de	piel,	todas	ellas	en	el	momento	del	sacrificio.	 (B)	Tumor	en	la	pata	 izquierda	del	
individuo.	(C)	Aspecto	general	de	la	cavidad	abdominal	del	individuo	de	estudio.	(D)	Timo	hipertrófico.	
(E)	Imagen	compatible	con	infiltración	del	pulmón	izquierdo.	
	
B
A
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identificar	 de	 forma	 cualitativa	 clones	 (secuenciando	 la	 cadena	 pesada	 de	
inmunoglobulinas	M)	que	nos	confirmaran	si	las	células	trasplantadas	habían	prendido	
en	 el	 timo.	 Efectivamente,	 encontramos	 el	 clon	 V2-9-1*01/D1-1*01/J1*01,	 que	 se	
encontraba	a	su	vez	presente	en	las	muestras	parentales	(Fig.	44).		
	
V2-9-1*01/D1-1*01/J1*01	
V1S81*02/D- /J1*01
V4-2*02/D2-1*01/J1*01
V3-6*02/D1-1*01/J1*01
V12-3*01/D1-1*01/J1*01
V1S130*01/D2-12*01/J1*01
V1-9*01/D2-12*01/J3*01
V1S56*01/D- /J2*01
Generación	1
Generación	2
NZB	Tx
NZB	
espontáneo
Generación	3
NZB-LLC	Tx
Generación	4
NZB-LLC	LV	
(9)	Tx
Fig.	44.	 Análisis	de	 clonalidad	de	un	 individuo	NOD/SCID	 trasplantado	con	 células	NZB-LLC	 LV	 (9).	
Representación	 cualitativa	 de	 los	 clones	 presentes	 en	 individuos	 NZB	 de	 la	 generación	 1	 (con	
enfermedad	espontánea),	de	la	generación	2	(trasplantados	con	20	x106	de	esplenocitos	de	individuos	
de	 la	 generación	 1),	 de	 la	 generación	 3	 (individuo	 trasplantado	 con	 9	 x106	 de	 células	 NZB-LLC)	 y	
NOD/SCID	de	la	generación	4	(individuo	trasplantado	con	26	x106	de	células	NZB-LLC	LV	(9)).	Resultados	
obtenidos	utilizando	el	protocolo	2	de	materiales	y	métodos.	
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Con	los	resultados	del	reordenamiento	podemos	confirmar	que	hay	prendimiento	de	las	
células	NZB-LLC	en	el	timo,	pero	no	considerarlas	las	responsables	de	la	hipertrofia	del	
órgano,	ya	que	solo	suponían	un	15%	(tabla	9)	del	total	de	las	células	presentes	en	el	
timo.	El	85%	restante	eran	timocitos	de	la	cepa	NOD/SCID	(CD90.2,	datos	no	mostrados).	
Es	decir,	mayoritariamente	se	trataba	de	un	tumor	espontáneo	del	individuo	receptor.		
Tabla	9.	Hallazgos	en	la	necropsia	de	un	individuo	NOD/SCID	trasplantado	con	células	NZB-LLC	LV	(9)		
		
Edad	a	
sacrificio	
(meses)	
Motivo	de	
sacrificio	 Hallazgos	necropsia	
Peso	timo	
(mg)	
%	células	
tumorales	
en	2CMN	
Lumin1	in	
vivo	
Individuo	1	 7	 Criterios	de	punto	final	
hipertrofia	tímica,	
hipertrofia	ganglios,	
Infiltración	pulmón,	
infiltración	intestino	
(con	masas	sólidas	
negruzcas)	
1400	 15	 positiva	
1Luminiscencia	 	
2Células	mononucleares	de	timo	
	
Valorando	de	 forma	conjunta	 los	 resultados,	en	 línea	con	el	planteamiento	 inicial,	 la	
expansión	en	cultivo	de	muestras	CMN	frescas	de	bazo	nos	había	permitido	optimizar	el	
modelo,	introduciendo	la	posibilidad	de	monitorizar	las	células	NZB-LLC	in	vivo	por	BLI	
en	individuos	inmunodeficientes	con	coloración	del	pelo	clara.	No	obstante,	la	presencia	
de	otras	células	acompañantes,	que	dificultan	la	detección	de	las	células	tumorales	NZB-
LLC,	no	se	eliminaba	totalmente	al	cambiar	de	cepa	receptora	de	los	trasplantes.	En	un	
contexto	de	 trasplante	 singénico,	 teníamos	 linfocitos	B1	autorreactivos	 causantes	de	
autoinmunidad	 (cepa	 NZB)	 y	 en	 el	 trasplante	 de	 individuos	 inmunodeficientes	
NOD/SCID,	los	tumores	espontáneos	ocasionales	de	esta	cepa.	
El	trasplante	de	células	NZB-LLC	en	el	individuo	NOD/SCID	no	reproducía	el	patrón	típico	
de	infiltración	en	bazo	que	habíamos	observado	en	individuos	NZB	trasplantados	con	un	
número	semejante	de	células.	La	técnica	de	BLI	nos	permitió	identificar	otras	zonas	de	
infiltración	con	un	prendimiento	efectivo	de	las	células	infectadas,	como	el	pulmón.	El	
estudio	 macroscópico	 indicaba	 otras	 localizaciones	 adicionales	 compatibles	 con	
infiltración,	 en	 las	 que	 queda	 pendiente	 realizar	 un	 estudio	 anatomopatológico	 en	
profundidad	para	valorar	el	grado	de	prendimiento	de	las	células	trasplantadas.	
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En	resumen,	había	sido	posible	el	seguimiento	in	vivo	por	BLI	a	lo	largo	de	seis	meses	de	
las	células	NZB-LLC	trasplantadas	portadoras	del	gen	de	la	luciferasa.	Todo	ello	indicaba	
que	las	células	NZB-LLC	infectadas	con	el	lentivirus	LV	(9)	eran	capaces	de	expresar	de	
forma	estable	el	transgén	y	eran	capaces	de	crecer	en	un	contexto	de	inmunosupresión.				
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De	los	modelos	murinos	de	LLC	existentes,	la	cepa	murina	NZB	nos	parecía	interesante	
por	tratarse	de	un	modelo	con	aparición	espontánea	de	la	enfermedad,	además	de	que	
presentaba	 ciertas	 similitudes	 con	 la	 LLC	 humana	 como	 la	 aparición	 en	 edades	
avanzadas,	 su	 curso	 generalmente	 lento	 pero	 progresivo	 y	 su	 asociación	 con	
autoinmunidad	 (Pérez-Chacón	 and	 Zapata,	 2012).	 Sin	 embargo,	 para	 utilizarlo	 como	
modelo	preclínico	de	LLC,	presentaba	una	serie	de	desventajas	que	complicaban	en	gran	
medida	 su	 uso.	 Aunque	 la	 predisposición	 genética	 es	 grande,	 en	 el	 sentido	 de	 que	
prácticamente	 todos	 los	 individuos	 que	 sobrepasan	 el	 año	 de	 edad	 manifiestan	
enfermedad	neoplásica,	la	predisposición	autoinmune	de	la	cepa	es	igual	de	prevalente,	
se	 manifiesta	 a	 edades	 más	 tempranas	 y	 una	 parte	 de	 la	 población	 muere	 por	
complicaciones	asociadas	a	esta.	Además,	 la	 linfoproliferación	en	gran	medida	es	de	
desarrollo	 lento,	 con	 lo	 que	 de	 forma	 general	modela,	 al	menos	 hasta	 edades	muy	
avanzadas,	una	LLC	de	curso	indolente	(Salerno	et	al.,	2010).	 
	
La	 modificación	 realizada	 previamente	 en	 nuestro	 laboratorio	 en	 el	 modelo	 NZB	
tratando	de	hacerlo	útil	para	ensayos	preclínicos	(Rebolleda	et	al.,	2016),	consistió	en	el	
transplante	 de	 células	 mononucleares	 de	 bazo	 de	 ratones	 de	 edad	 avanzada	 con	
enfermedad	linfoproliferativa	a	NZB	jóvenes.	Trasplantes	similares	ya	se	habían	descrito	
en	 la	 literatura	 (Raveche	 et	 al.,	 1991)	 y	 se	 habían	 utilizado	 para	 profundizar	 en	 el	
conocimiento	de	la	enfermedad	en	NZB	por	sus	similitudes	con	la	LLC	humana.		
	
Esta	 estrategia	 nos	 resultó	 útil	 como	 modelo	 preclínico,	 sin	 embargo,	 apreciamos	
diversas	limitaciones	para	la	valoración	precisa	de	la	eficacia	de	terapias	experimentales.	
Una	de	las	fundamentales	consistía	en	el	hecho	de	que	el	desarrollo	de	la	enfermedad	
era	variable	entre	individuos,	a	pesar	de	que	se	homogeneizaba	de	forma	notable	con	
el	 trasplante,	 consiguiendo	 una	 penetrancia	 completa	 y	 una	 anticipación	 general	
respecto	a	la	aparición	espontánea	en	la	cepa	sin	manipular.	Esta	variabilidad,	unida	a	
la	ausencia	de	un	marcador	específico	del	estado	de	la	enfermedad,	impedía	conocer	su	
grado	de	desarrollo	en	el	momento	de	inicio	del	tratamiento,	generando	incertidumbre	
en	medidas	de	respuesta	terapéutica	tales	como	la	supervivencia	tras	la	administración	
de	un	fármaco.	Otra	limitación	relevante	era	la	imposibilidad	de	valorar	de	forma	precisa	
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el	 efecto	 de	 los	 tratamientos	 experimentales	 en	 tiempo	 real	 y	 de	 forma	 individual,	
aspectos	importantes	a	la	hora	de	cuantificar	la	eficacia	terapéutica.	Todo	ello	limita	la	
precisión	en	la	valoración	de	la	eficacia	de	terapias,	añadiendo	dispersión	en	las	medidas	
y	obligando	a	utilizar	un	mayor	número	de	animales	en	los	ensayos.		
	
El	 objetivo	 de	 este	 trabajo	 parte	 del	 planteamiento	 de	 que	 la	 técnica	 de	 BLI	 podría	
solventar	 en	 gran	 parte	 los	 problemas	 citados	 anteriormente.	 La	 idea	 consistía	 en	
generar	en	cultivo	células	NZB-LLC	obtenidas	de	individuos	con	enfermedad	establecida,	
que	expresaran	de	forma	estable	el	gen	de	la	luciferasa	mediante	infección	lentiviral,	y	
que	serían	mantenidas	mediante	trasplante	seriado	para	su	utilización	en	posteriores	
ensayos.	Otras	ventajas	que	aportaría	esta	modificación,	aparte	de	 las	mencionadas,	
incluyen	 la	 posibilidad	 de	 seguir	 la	 evolución	 clonal	 de	 las	 células	 tumorales	 para	 el	
estudio	de	la	relación	entre	los	cambios	a	nivel	genómico	y	la	agresividad	tumoral,	así	
como	los	mecanismos	de	desarrollo	de	resistencia	a	terapias.	Además,	la	localización	de	
las	células	tumorales	de	forma	precisa	y	específica	en	secciones	histológicas	de	animales	
trasplantados	sería	de	utilidad	en	el	estudio	de	la	relación	de	las	células	tumorales	con	
el	microambiente	en	distintos	tejidos.	
	
En	el	caso	de	la	LLC,	los	modelos	murinos	bioluminiscentes	son	escasos	y	se	basan	en	
líneas	 de	 LLC	 humanas	 transformadas	 con	 EBV	 (Bertilaccio	 et	 al.,	 2010).	 Así	 pues,	
pensamos	 que	 el	 beneficio	 que	 aportaría	 lograr	 el	 objetivo	 planteado	 era	 grande	 y	
merecía	la	pena	ser	explorado,	a	pesar	de	que	resultaba	un	reto	importante	ya	que	se	
disponía	 de	 poca	 información	 previa.	 Un	 ejemplo,	 es	 la	 incertidumbre	 acerca	 de	 la	
manera	de	conseguir	mantener	y	expandir	las	células	NZB-LLC	en	cultivo	a	largo	plazo.	
Había	sistemas	descritos	en	la	literatura,	basados	en	la	señal	CD40LG	e	IL-4,	que	podían	
ser	útiles	para	nuestro	propósito,	con	algunas	diferencias	en	cuanto	a	la	línea	celular	de	
soporte	y	la	especie	de	la	molécula	CD40LG	(Ahmadi	et	al.,	2008;	Liebig	et	al.,	2010).		
	
Incorporamos	 al	 sistema	 ciclosporina	A	para	 tratar	 de	obtener	poblaciones	puras	de	
células	NZB-LLC	a	partir	de	CMN,	y	mitomicina	C	para	 inactivar	 la	división	de	 la	 línea	
estimuladora	elegida	(3T3).	Sin	embargo,	la	mitomicina	C	evitaba	la	proliferación	de	las	
células	3T3,	pero	no	de	forma	perfecta	(Chugh	et	al.,	2015).	Además,	 la	expresión	de	
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CD40LG	iba	decayendo	progresivamente	a	lo	largo	del	tiempo.	Esto,	unido	a	la	creciente	
adherencia	de	las	células	NZB-LLC	a	la	monocapa	de	3T3,	hacía	que	los	cultivos,	si	bien	
cumplían	el	objetivo	de	expandir,	mantener	con	vida	y	enriquecer	las	células	NZB-LLC,	
resultaban	complicados	de	manejar	a	tiempos	largos.	Además,	eran	variables	en	cuanto	
a	 los	 tiempos	 de	 expansión	 y	 el	 rendimiento	 neto	 de	 células	 obtenidas.	 De	 forma	
general,	la	aparición	creciente	de	células	con	distinta	morfología	y	con	una	unión	íntima	
a	 la	monocapa	 de	 3T3	 llevaba	 aparejado	 un	menor	 rendimiento	 celular	 que	 parecía	
indicar	una	pérdida	del	potencial	de	proliferación.	
	
El	procedimiento	de	cultivo	 implicaba	pases	periódicos	de	 las	células	a	placas	nuevas	
con	células	3T3	recién	tratadas	con	mitomicina	C.	Debido	a	la	probabilidad	de	aparición	
de	células	3T3	que	se	saltaban	el	bloqueo	de	proliferación	inducido	por	la	mitomicina,	
la	experiencia	en	el	manejo	nos	llevó	a	realizar	los	pases	de	células	tratando	de	arrastrar	
el	menor	número	posible	de	 células	3T3.	Como	 se	ha	mencionado,	una	parte	de	 las	
células	NZB-LLC,	desde	el	cultivo	inicial,	entraban	en	contacto	íntimo	con	las	células	3T3.	
El	tratar	de	no	arrastrar	células	3T3	a	las	placas	nuevas	implicaba	dejar	atrás	una	buena	
parte	de	las	células	en	contanto	íntimo	con	ellas.	Pero	la	experiencia	nos	enseñó	que	las	
células	dejadas	atrás,	si	se	renovaba	el	medio,	daban	lugar	a	una	nueva	población	de	
células	 que	 se	 situaban	 tanto	 por	 encima	 de	 la	 monocapa	 de	 3T3	 (fácilmente	
traspasables	de	nuevo),	como	a	nuevas	células	que	entraban	en	contacto	íntimo	con	las	
células	3T3	de	 la	monocapa.	Aunque	sin	una	cuantificación	precisa	del	 fenómeno	de	
forma	 consistente,	 las	 células	 dejadas	 atrás,	 que	 eran	 menos	 numerosas	 que	 las	
traspasadas,	daban	lugar	a	un	número	similar,	si	no	superior,	de	células	a	lo	largo	de	los	
siete	 días	 siguientes	 al	 traspaso.	 A	 la	 larga,	 estas	 células	 perdían	 potencial	 de	
proliferación	y	su	rendimiento	bajaba	notablemente.	También	en	este	caso	la	evolución	
del	cultivo	podría	jugar	un	papel	fundamental,	más	que	reflejar	una	limitación	intrínseca	
de	las	células	NZB-LLC	para	su	expansión.		
	
Como	se	ha	mencionado	antes,	 la	 señal	CD40LG	 iba	decreciendo	en	el	 tiempo	como	
consecuencia	del	tratamiento	con	mitomicina	C.	Así	pues,	en	principio	la	capacidad	de	
división	de	las	células	en	íntima	unión	con	las	células	3T3	era	grande,	y	parecía	haber	
una	correlación	entre	la	disminución	de	esta	capacidad	y	la	pérdida	progresiva	tanto	de	
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la	 señal	 CD40LG	 como	del	 número	 de	 células	 3T3	 con	 la	 extensión	 del	 cultivo	 en	 el	
tiempo.	Así	pues,	la	búsqueda	de	medios	para	separar	de	forma	efectiva	los	dos	tipos	
celulares	de	forma	que	se	pudieran	sembrar	la	totalidad	de	las	células	NZB-LLC	sobre	
monocapas	de	células	3T3	recién	preparadas,	podría	aumentar	de	forma	importante	el	
rendimiento	en	células	y	la	duración	de	los	cultivos,	lo	que	ayudaría	a	conseguir	mayores	
números	de	células	para	transplantar,	superando	una	de	las	principales	limitaciones	que	
hemos	encontrado	en	el	desarrollo	de	este	trabajo.	Una	posibilidad	sería	la	depleción	
de	las	células	3T3	en	el	momento	de	la	transferencia,	utilizando	un	anticuerpo	dirigido	
frente	 a	 los	 antígenos	 de	 histocompatibilidad	 característicos	 de	 3T3,	 H-2Kk,	 y	 la	 lisis	
mediada	por	complemento,	puesto	que	 la	cepa	NZB	expresa	el	haplotipo	H-2Kd.	Esto	
eliminaría	 de	 forma	 rápida	 las	 células	 3T3	 permitiendo	 realizar	 una	 transferencia	
selectiva	de	la	totalidad	de	las	células	NZB-LLC	sobre	nuevas	monocapas	de	células	3T3	
recien	tratadas.	
	
A	priori,	una	cuestión	que	nos	planteamos	era	cómo	podría	afectar	el	paso	por	cultivo	
de	las	células	NZB-LLC	a	su	capacidad	para	generar	enfermedad,	aspecto	fundamental	
para	su	uso	como	modelo	preclínico.	Con	 los	cultivos	nos	proponíamos	conseguir	un	
enriquecimiento	en	las	células	tumorales,	de	forma	que	las	"líneas"	de	células	marcadas	
con	 luciferasa	 fueran	 en	 la	mayor	medida	 de	 células	 NZB-LLC	 puras.	 En	 vista	 de	 los	
fenotipos	encontrados	en	las	muestras	cultivadas,	esto	se	consiguió	en	gran	medida.	
	
El	análisis	de	las	secuencias	de	IgVH	indicaba	que	los	clones	mayoritarios	presentes	en	
las	 muestras	 de	 partida,	 si	 bien	 con	 cambios	 en	 las	 proporciones,	 estaban	 también	
presentes	en	las	muestras	cultivadas	e	infectadas	con	lentivirus	y	en	los	receptores	de	
la	cepa	NZB	y	NOD/SCID	trasplantados	con	ellas.		
	
Según	 los	 resultados	 de	 este	 trabajo,	 las	 células	NZB-LLC,	 tras	 su	 paso	 por	 cultivo	 e	
infección	 con	 lentivirus	 generaron	 en	 los	 animales	 trasplantados	 una	 enfermedad	
similar	a	 la	que	habíamos	visto	previamente	en	el	modelo	anterior	 (Rebolleda	et	al.,	
2016),	con	grados	de	supervivencias,	de	esplenomegalia,	e	infiltración	macroscópica	en	
otros	órganos	similares	(nódulos	linfáticos	e	hígado).	Esto,	valorado	en	relación	con	la	
notable	menor	cantidad	de	células	trasplantadas	en	el	caso	de	 las	cultivadas,	sugiere	
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que	 la	capacidad	de	proliferación	no	se	ha	visto	afectada	de	 forma	apreciable	con	el	
paso	por	el	cultivo,	ni	con	la	infección	lentiviral.	
	
Otra	gran	duda	que	teníamos	a	priori	tenía	que	ver	con	la	previsible	dificultad	de	obtener	
células	 NZB-LLC	 infectadas	 con	 partículas	 lentivirales,	 y	 con	 la	 expresión	 estable	 de	
luciferasa,	ya	que	lo	ideal	sería	que	una	vez	obtenidas	pudiéramos	disponer	de	ellas	de	
forma	ilimitada	manteniéndolas	por	trasplante	seriado.	La	variación	en	la	eficiencia	de	
infección	de	las	distintas	partículas	lentivirales	ensayadas	fue	muy	grande,	con	varias	de	
ellas	que	no	alcanzaron	una	mínima	eficiencia	apreciable	mientras	que	otras	tuvieron	
eficiencias	muy	 altas.	 El	 problema	 es	 que	 en	 los	 casos	 en	 que	 las	 eficiencias	 fueron	
buenas,	o	bien	el	lentivirus	no	cumplía	con	los	requerimientos,	como	en	el	caso	de	LV	
(1),	que	no	tenía	el	gen	de	la	luciferasa,	o	las	que	tenían	luciferasa	(LV	(7)	y	LV	(8)),	tras	
el	 trasplante	y	desarrollo	de	enfermedad	habían	perdido	 la	señal	de	 la	 luciferasa	por	
completo.	En	el	caso	de	los	trasplantes	de	células	con	LV	(1)	había	células	con	lentivirus	
incorporado	 mezcladas	 con	 células	 sin	 lentivirus.	 De	 acuerdo	 con	 los	 fenotipos	
realizados	en	las	muestras	de	los	individuos	trasplantados	tras	sacrificio,	un	fenómeno	
que	se	apreciaba	en	todos	los	casos	era	la	pérdida	notable	de	intensidad	de	brillo	de	la	
GFP	en	las	células	positivas,	hasta	el	punto	de	que	ofrecía	dudas	acerca	de	que	la	señal	
medida	por	citometría	fuera	real.	No	obstante,	los	marcajes	de	GFP	realizados	en	cortes	
histológicos	de	los	bazos	confirmaron	la	presencia	de	células	GFP+,	con	una	distribución	
compatible	 con	 la	 de	 los	 linfocitos	 B1	 B220+	 y	 que	 correlacionaba	 con	 los	 datos	 de	
citometría.		
	
En	el	caso	de	los	trasplantes	realizados	con	células	infectadas	con	los	lentivirus	LV	(7)	y	
(8),	con	luciferasa	en	el	primer	caso	y	GFP	y	luciferasa	en	el	segundo,	no	se	detectó	por	
citometría	ni	por	 luminiscencia	 la	expresión	ni	de	GFP	ni	de	 luciferasa.	 Sin	embargo,	
encontrábamos	 la	 presencia	 del	 gen	 de	 la	 luciferasa	 en	 los	 bazos	 de	 los	 individuos	
trasplantados.	Esto	confirmaba,	aunque	sin	una	valoración	cuantitativa,	la	presencia	de	
células	trasplantadas	en	los	receptores	tras	el	sacrificio.	Esto,	unido	al	hecho	de	que	en	
ambos	 casos	 los	 lentivirus	 portaban	 resistencia	 a	 puromicina,	 y	 habían	 sido	
seleccionadas	en	función	de	esta	resistencia,	indicaba	que	las	células	habían	estado	bajo	
una	 presión	 inmunológica	 que	 favorecía	 la	 inactivación	 de	 la	 expresión	 de	 los	
	 99	
transgenes.	Al	tratarse	de	trasplantes	de	células	que	expresan	una	proteína	extraña	en	
el	contexto	de	una	cepa	inmunocompetente,	una	posibilidad	era	el	rechazo	de	GFP	y/o	
luciferasa	por	el	sistema	inmune.	En	la	literatura	se	encuentran	opiniones	contrarias	en	
cuanto	a	la	inmunogenicidad	de	GFP	y	luciferasa	en	situaciones	similares	(Aoyama	et	al.,	
2018;	Day	et	al.,	2014;	Gambotto	et	al.,	2000;	Skelton	et	al.,	2001).	En	nuestro	caso,	la	
presencia	de	células	GFP+	parecía	indicar	la	ausencia	de	rechazo.	Sin	embargo,	el	hecho	
de	que	se	haya	producido	una	bajada	notable	en	la	intensidad	de	la	expresión,	junto	a	
la	 pérdida	 completa	 de	 expresión	 en	 los	 trasplantes	 de	 células	 con	 expresión	 de	
luciferasa,	hace	que	resulte	una	cuestión	que	se	debería	explorar	en	profundidad	para	
descartar	que	sea	el	 fenómeno	causante	de	 la	pérdida	de	expresión	de	 luciferasa	en	
nuestras	células.		
	
En	relación	con	esto,	por	los	datos	que	hemos	obtenido	tanto	con	células	NZB-LLC	como	
con	otras	líneas	celulares	infectadas	con	varios	lentivirus,	la	bajada	en	la	intensidad	de	
expresión	se	observa	de	forma	consistente	a	lo	largo	del	tiempo	de	cultivo	in	vitro,	en	
ausencia	de	presión	inmunológica.	Esto	lleva	a	pensar	en	la	posibilidad	de	que	niveles	
altos	de	expresión	de	GFP	o	luciferasa	suponen	un	lastre	para	la	célula,	de	forma	que	
aquellas	células	con	menor	expresión	del	transgén	adquieren	una	ventaja	proliferativa	
y	acaban	desplazando	a	 las	de	alta	expresión.	El	último	 lentivirus	que	empleamos	en	
este	trabajo,	LV	(9),	en	el	que	pretendíamos	que	primara	la	estabilidad	de	la	expresión	
sobre	la	intensidad,	parece	una	buena	elección	según	esto,	ya	que	una	baja	expresión	
puede	 traducirse	 en	 una	 menor	 inmunogenicidad,	 o	 por	 lo	 menos	 no	 suponer	 una	
desventaja	 proliferativa,	 con	 lo	 que	 la	 posible	 aparición	 de	 células	 que	 apaguen	 la	
expresión	 del	 transgén	 no	 resultaría	 en	 un	 sobrecrecimiento	 rápido	 de	 las	 células	
negativas.	
	
	El	 trasplante	 de	 células	 NZB-LLC	 infectadas	 con	 el	 lentivirus	 LV	 (9)	 a	 receptores	
inmunodeficientes	NOD/SCID	no	ha	resultado	satisfactorio	en	cuanto	a	su	utilidad	para	
expandir	 las	células	de	 interés.	En	principio	pensábamos	que	en	esta	cepa	 las	células	
NZB-LLC	crecerían	sin	dificultad.	Sería	interesante	realizar	más	trasplantes	para	estudiar	
este	 hecho.	 Como	 dato	 positivo	 de	 estos	 ensayos,	 en	 cuanto	 a	 la	 estabilidad	 de	 la	
expresión	de	luciferasa,	con	este	trasplante	vimos	que	las	células	mantuvieron	una	señal	
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de	luminiscencia	que	crecía	de	forma	continua	en	el	tiempo	aunque	no	en	la	proporción	
esperada	y	no	en	el	bazo.	Aún	así,	el	hecho	de	que	la	expresión	de	luciferasa	se	haya	
mantenido	in	vivo	durante	varios	meses,	apunta	a	que	el	lentivirus	LV	(9)	puede	ser	una	
buena	 elección	 para	 conseguir	 las	 líneas	 NZB-LLC	 LV	 lo	 que	 supondrían	 una	mejora	
efectiva	de	nuestro	modelo	de	LLC	en	la	cepa	NZB	para	su	uso	como	modelo	preclínico.		
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1. El	sistema	de	cultivo	basado	en	la	activación	vía	CD40	e	IL-4,	permite	la	expansión	
in	vitro	de	células	tumorales	NZB-LLC	en	tiempos	que	permiten	su	modificación	
mediante	infección	lentiviral.		
	
2. Las	células	NZB-LLC	cultivadas	e	infectadas	con	lentivirus	mantienen	el	fenotipo	
tumoral	 y	 cuando	 se	 trasplantan	 a	 receptores	 singénicos	 generan	 una	
enfermedad	similar	a	la	inducida	por	las	células	trasplantadas	sin	manipular.	
	
3. Es	posible	el	seguimiento	in	vivo	por	BLI	de	células	NZB-LLC	portadoras	del	gen	
de	la	luciferasa	al	menos	durante	seis	meses	tras	su	trasplante	a	un	individuo	de	
la	cepa	NOD/SCID.	
	
4. La	 construcción	 lentiviral	 portadora	 del	 promotor	 de	 la	 RNA	 polimerasa	 II	
proporciona	una	expresión	estable	de	luciferasa	in	vivo	a	largo	plazo,	situándola	
como	una	buena	candidata	para	el	establecimiento	definitivo	del	modelo	en	la	
cepa	NZB.	
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